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Der Nachweis und die Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren. 
I. Mitteilung: 
n-Buttersiure. 
Von 
Ladislav Kline. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ljubljana.) 
(Eingegangen am 18. Juni 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der qualitative Buitersiurenachweis. 
Prinzip. 

Butterséure wird durch Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart von 
Ferriammoniumsulfat als Katalysator in schwefelsaurer Lésung zu 
Aceton (und einer geringen Menge Acetaldehyd) oxydiert. Das Aceton 
gibt mit dem Scott-Wilsonschen Reagens — einer alkalischen Queck- 
silbercyanid- und Silbernitratl6sung — eine unlésliche Verbindung 
und wird so nachgewiesen. 


Reagenzien. 

1. Eisenschwefelsiure. 1,5 g Fe(NH,)(SO,), + 12H,O werden in 
1 Liter 2n H,SO, gelést. 

2. Wasserstoffsuperoxyd, 3° ig. Bereitet aus Kahibawm Wasserstoff- 
superoxyd 30°, p. anal. in paraffinierten Flaschen. 

3. Scott-Wilsonsche Reagens (SWR.) nach O. Folin (1). Man bereitet 
getrennt die Lésungen von 10g Hg(CN), und 180g NaOH in je 600 cem 
H,O. Nach dem Erkalten vereinigt man beide Lésungen und setzt ihnen 
noch langsam eine Lésung von 2,9 g Ag N O, in 400cem H,O zu. Vor Gebrauch 
wird die Lésung einige Tage stehengelassen, damit eventuell aufgetretene 
Triibungen sich vollkommen absetzen kénnen. 


Ausfiihrung. 


Man bringt 1 bis 5 ccm der auf Butterséure! zu priifenden wasserigen 
Lésung (Gesamtvolumen von Butterséurelésung und zugesetzten Reagenzien 
soll méglichst 10 cem nicht iibersteigen) in ein unten kolbig erweitertes 
widerstandsfahiges Probierglas? und setzt 3cem Eisenschwefelséure und 
5ecem 3%ige H,O,-Lésung hinzu. Nun werden noch ein bis zwei Glas- 
kiigelchen zur Erreichung gleichmaBigen Siedens zugegeben, das Probierglas 
mittels Gummistopfens mit einem engrohrigen Kiihler verbunden und dann 
auf einem Drahtnetz (ohne Asbest) mit einem halboffenen Brenner bis 


1 Fiir unsere Untersuchungen wurde synthetische Butterséure ver- 
wendet. Auch die reinsten Merckschen und Kahibaumschen Saéuren sowie 
andere Marken enthielten homologe Sauren. -—— * Lange des Probierglases 
180 mm, Breite 18 mm, die kolbige Erweiterung faBt 35 cem. Kiihl- 
mantellange etwa 200 mm, Durchmesser 4 mm. 
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auf etwa 1 ccm abdestilliert. Als Vorlage dienen 5 cem des SWR. in einem 
Probierglas. Apparatur I; entspricht der Abb. 2 ohne Kolben B. Kolben A 
und Kiihler C sind durch Gummistopfen direkt verbunden. Das iiber- 
destillierende Aceton ergibt mit dem Reagens in der Vorlage eine un- 
lésliche Acetonquecksilberverbindung folgender Zusammensetzung : 

,C = (HgCN), 

/ 


He’ CO 


Cc = (HgCN), 

und zwar beobachtet man, je nach der vorhandenen Butterséiuremenge, 
in der Vorlage eine blaue Opaleszenz bei Mengen von 0,009 bis 0,05 mg, 
weiBblaue bis weiBe Triibung, wenn 0,05 bis 0,5. mg vorhanden waren, 
und schlieBlich weiBe Fallungen bei noch héheren Buttersiuremengen. 
Geringe Opaleszenz bzw. Triibungen stellt man am_ besten fest, wenn 
man das VorlagegefaB gegen einen dunklen Hintergrund halt und im autf- 
fallenden Licht beobachtet. Die Niederschlage entstehen schon wahrend 
der Oxydation, doch ist erst nach 10 Minuten das Maximum der Reaktion 
erreicht. Bei lingerem Stehen sedimentieren die Niederschlige und be- 
kommen infolge der gleichzeitig iiberdestillierten geringen Aldehydmengen 
einen grauen Farbton. 

Wenn man sich an die oben angefiihrten Arbeitsbedingungen halt, 
so betrigt die kleinste, noch sehr deutlich nachweisbare Buttersaure- 
menge 0,009 mg. Die Empfindlichkeit der Reaktion kann noch weiter 
gesteigert werden (untere Grenze 0,005 mg), wenn man in einem 6 ccm 
nicht iibersteigenden Gesamtvolumen oxydiert (Verwendung von 1 ccm 
H,O,) und als Vorlage nur 1 ccm SWR. anwendet. Leider sind mit 
gesteigerter Empfindlichkeit auch die Fehlergrenzen gréBer, so dal} die 
Buttersiurebestimmung nach dieser Modifikation wohl nur in Sonder- 
fallen durchgefiihrt werden diirfte. 

Die qualitative Reaktion erméglicht auch eine annahernde Schatzung 
der vorhandenen Buttersiuremengen. 

' Anwesenheit bestimmter Ionen stért den qualitativen Nachweis 
der Buttersiure. In Gegenwart von Bromiden, Jodiden und Sulfiden 
verlauft die Reaktion iiberhaupt nicht. Es bilden sich Brom, Jod oder 
Schwefelwasserstoff, die mit dem vorgelegten Reagens gelbes Jodid, 
Bromid bzw. schwarzes Sulfid ergeben. Die Reaktion wird aber auch 
durch die Anwesenheit von Nitriten, Sulfiten, Chloriden und Eisen 
sowie einigen Schwermetallsalzen (Hg) gestért. 

Das Eisen stért nur, wenn es in gréBerer Menge vorhanden ist und 
zwar dadurch, daB es auch die Oxydation des Acetons und Acetaldehyds 
katalysiert, wie folgender Versuch zeigt: 7mg Aceton wurden mit 1 ccm 
3%igem H,O,, 3cem 2n Schwefelsiure und dem jeweils angegebenen 
Volumen einer Lésung, die in 100 cem 5 g Mohrsches Salz enthielt, versetzt, 
iiberdestilliert und das Aceton im Destillat jodometrisch bestimmt. Tabelle | 
zeigt, wie mit gréBeren Mengen an Mohrschem Salz die Acetonverluste 
wachsen. 
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Tabelle I. 





Wieder- 2¢ 2 Wieder- 
cem der zuge- gewonnen Aceton- PR ta gewonnen Aceton- 
“oe Aceton verlust Mohr schen Aceton verlust 
SOUS EnS mg 0/, Salizlisung mg o/, 
— (Leerversuch) 7,0 _ 0,6 5,7 19 
0,1 6,8 3 OS 5 21 
0,2 6.6 6 0.9 5. 27 
0,4 6,1 13 1,0 4,8 32 





Die Anwesenheit geringer Eisenmengen, welche die Buttersaéure- 
oxydation katalytisch beeinflussen, ist jedoch unumganglich notwendig, 
denn ohne sie wiirde die Oxydation nicht quantitativ verlaufen. Ferro- 
und Ferrisalze erwiesen sich katalytisch gleich wirksam. 

Die Sulfite und Nitrite st6ren, wenn sie in gréBeren Mengen vorhanden 
sind, insofern, als sie selbst auch durch Wasserstoffsuperoxyd oxydiert werden 
und es so der Oxydation entziehen, weshalb in negativ ausfallenden Proben 
kein iiberschiissiges H,O, nach der Destillation im Kolbenriickstand nach- 
zuweisen ist. 

Besonders unangenehm ist die stérende Wirkung der Chlorionen, die 
sich besonders zeigt, wenn nur 1 cem H,O, zur Oxydation verwendet wird. 
Schon Spuren von Chloriden schadigen dann. Durch groBe Mengen, z. B. 
5 cem H,O,, wird die schadliche Wirkung zwar wettgemacht, doch ist dabei 
keine Gewahr fiir quantitative Arbeit gegeben. Chlorfreiheit aller ange- 
wendeten Reagenzien und der zu untersuchenden Lésungen ist notwendig. 


Die schadliche Wirkung der Chloride sowie die giinstige Wirkung 


groBer H,O,-Mengen ist schwer verstandlich. Ein Mangel an Oxydations- 
mitteln kann dafiir nicht verantwortlich gemacht werden, da auch in 
negativen Proben iiberschiissiges HzO, nachgewiesen werden konnte. 


Auch Silberionen stéren, weshalb immer eine Destillation der 
Buttersaure einer Fallung der Chloride mit Silbersalzen folgen mubB. 

Tabelle [I zeigt den EinfluB der genannten stérenden Elektrolyte 
und die giinstige Wirkung von 5ccem H,Qg. 

Das zur Oxydation verwendete Wasserstoffsuperoxyd mu8 vor dem 
Gebrauch untersucht werden, da manche der zum Konservieren den Per- 
hydrolen zugesetzten Substanzen mit dem SWR. eine positive Reaktion 
geben kénnen 

Im Verlauf der Arbeiten im hiesigen Institut erwies es sich als emp- 
fehlenwert, nach jeder Buttersiurebestimmung den Destillationsriickstand 
auf noch vorhandenes H,O, (Cr,O; + H,SO,) und auf die Abwesenheit 
von Cl’ zu priifen. H,O, soll immer im Uberschu8 vorhanden sein, die 
Reaktion auf Cl’ soll negativ ausfallen. 


Wenn man Buttersaure in physiologischen Flissigkeiten bestimmen 
will, so wird man gezwungen sein, sie von allen stérenden Beimengungen 
zu befreien. Wir werden in besonderen Veréffentlichungen, die wir 
uns vorbehalten, auf den genauen Nachweis von Butterséure in Blut, 
Harn, Magensaft, Gewebe sowie in einigen Nahrungsmitteln und Silo- 
futter zuriickkommen, und beschranken uns hier nur auf allgemeine 
Angaben beziiglich der Destillation und Atherextraktion. 


1* 
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Tabelle II. 
Ansatz: 0,l mg Butterséure, 3cem Fe-Schwefelsiure, lecm Elektrolyt- | é 
lésung und die jeweils angegebene H,O,-Menge. 
i 
| Buttersiuremen ze, . 
Zugesetzter Elektrolyt, H,0 mikrometrisch Verlust an Séure ( 
Art und Konzentration — bestimmt 
mg 9/9 
| 
; 
On Fes, leem 3% -- _ “ 
0,2 n " EL .-a -3% 0,08 20 
0,5 n LS gt eM 0,03 70 
0,5 n ee 8 v0 0,03 Bo | 
: ae ‘i 1 3% _ 
0,5n HgNO, :. Se a 100 
05 n ‘ >. 6% 0,01 90 v 
, (Metall) Hg i — 100 | 
Ly eS — 100 
0,001 n AgNO, fn a 0,1 os | \ 
C002n bs ge 0,1 — u 
0,005n =, Le ys 28% 0,06 40 E 
00in , te a 0,05 50 be 
0,01 n . ae 4 0,1 _ e) 
0,1 n . Gere: 3-4 “po 80 b 
F 0/ 05 A/ 
HP n * Ds 3 . 5 50 M 
0,1 n HNO, : » 3% ne = 
2n . ” ~ /o Jy ron: 
0,1 n H, PO, 1 ” 3 %, 0,1 oo 4 
2n 3 Le 0,1 — - 
0,001n HCl ... oe 0,095 5 P 
0,901 n ” 5 ” 3 % 0,1 or fii 
0,002n , rs 0,09 10 
0,002n , Dea ae 0,1 _ 
0,005n , ee 0,08 20 
0,005n , 5, 8% 0,1 — 
0,01 n ss ae % 0,05 50 | 
00in  , 5, 8% 0,1 _ E 
0,1 n e iy OH 0,02 80 Wi 
i 0 ; 
0,1 n 7. Bi eM 0,08 20 de 
0,1 n 3 10 8% 0,1 _ ! 
2% 80, eee 0,1 _ Be 
a” i Be 0. 100 . 
4 : pt: % of 0.1 on be 
0 ” a) . ’ 
ln Na SO; ie ae 0,1 _ Be 
2n ae % 0,08 20 M: 
2n is Bx} see 0,1 aa fal 
4n Li) 3% - 100 a 
4n is Bg ae 0,1 — be 
0,in NaNO, De ae 0,1 _ sai 
0,5 n be em 0,1 a 
In 1 a nA — 100 
In tt, 8% 0,1 _ Me 
Die Destillation muB, wenn es sich um den Nachweis einiger Hundert- 
stel mg Butterséure handelt, unter Verwendung von Gummistopfen durch- de 
gefiihrt werden, da Korkstopfen Substanzen abgeben, die ein positives da 
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Resultat vortaéuschen. Auch bei der Atherextraktion muB man aus dem 
gleichen Grunde mit Glasschliffen arbeiten. 

Der zu verwendende Ather muB gereinigt werden, da der Laboratoriums- 
ather Aldehyde und ahnliche Substanzen enthalt, welche mit dem SWR. 
ebenfalls reagieren. Hierzu wird der Ather solange mit SWR.-Lésung 
(man verwendet bereits gebrauchte SWR.-Lésungen, die man in einer 
Flasche sammelt und absitzen laBt), oder mit alkalischem Permanganat 
bzw. mit Nesslerscher Lésung durchgeschiittelt, bis der Ather damit weder 
Triibung noch Farbung ergibt. Der so vorgereinigte Ather wird destilliert 
und ist zum Gebrauch geeignet. 


Quantitative Bestimmung. 


Quantitativ kann die Butterséure sowohl nach einer Makro- 
wie auch mit Mikromethoden bestimmt werden. Die Makromethode 
ist eine jodometrische und kommt in Betracht, wenn die zu bestimmenden 
Mengen 5 bis 20 mg betragen. Nach den Mikromethoden werden Mengen 
unter 5 mg bestimmt und zwar von 0,006 bis 0,06 mg nephelometrisch, 
von 0,05 bis 5 mg mikrojodometrisch. Andere Mengen werden durch 
entsprechendes Verdiinnen fiir die eine oder andere Methode vor- 
bereitet. Den angenaherten Butterséuregehalt, der uns die Wahl der 
Methode zeigt, ergibt schon der Ausfall der qualitativen Reaktion. 

Die Mikromethoden haben den Vorzug rascher Arbeit und werden 
immer in AnschluB an die ausgefiihrte qualitative Reaktion mit derselben 
Probe ausgefiihrt. Sie werden auch immer zur Orientierung vor der Aus- 
fiihrung der folgenden makrojodometrischen Methode. ausgefiihrt. 


a) Die makrojodometrische Bestimmung. 

Prinzip. Das bei der Oxydation von Buttersiure mit H,O, und 
Eisenschwefelséiure entstehende Gemisch von Aceton und Acetaldehyd! 
wird mittels alkalischer Jodlésung in Jodoform iibergefiihrt und nach 
dem Ansaduern der Reaktionslésung der Jodiiberschu8 zuriicktitriert. 
Bei dem unten angegebenen Arbeitsgang und falls die vorhandenen 
Buttersduremengen sich innerhalb der oben angegebenen Grenzen 
befinden, ergeben die jodoformbildenden Produkte einen konstanten 
Betrag, und zwar ausgedriickt als Aceton 65°, des theoretischen Wertes. 
Man kann deshalb unter Beriicksichtigung dieses Acetonbildungs- 
faktors aus der verbrauchten Jodlésung die vorhandene Buttersaiure 
berechnen. Es entspricht dann 1 cem n/50 Jodlésung 0,451 mg Butter- 
saure. 

Unangenehm bei dieser urspriinglich von Messinger angegebenen 
Methode zur Bestimmung von Aceton und Acetaldehyd ist, daB nur Aceton 


' Der Verlauf der Buttersiureoxydation mit H,O, in Anwesenheit 
der Eisenschwefelsiure und die quantitative Erfassung samtlicher Oxy- 
dationsprodukte werden in einer besonderen Abhandlung beschrieben. 














6 L. Kline: 


mit alkalischer Jodlésung glatt und quantitativ reagiert. Zwar wurde 
spaterhin von Firth und Charnas (2) die Messingersche Methode modifiziert, 
doch wiesen dann W. Stepp und W. Engelhardt (3) nach, daB diese Modi- 
fikation der urspriinglichen Methode nicht iiberlegen ist. Bei den von uns 
durchgefiihrten Kontrollversuchen erwies es sich, daB die von Stepp und 
Engelhardt gemachten Angaben zu Recht 
bestehen!. Die von Jolles (4) ausgearbeitete 
Modifikation der Ripperschen Natrium 
bisulfitmethode zur gleichzeitigen Acetor 
Acetaldehydbestimmung kam aber wegei 
der tragen Reaktionszeit nicht in Betrachit 
(40 Stunden !). 


Ausfiihrung. 


Nachdem man je 80 ccm auf 1° C abge- 
kiihltes dest. Wasser in die beiden auch 
wahrend der Bestimmung mit Eis gekiihlten 
Vorlagen der Apparatur II (Abb. 1) ab- 
gemessen hat, einen angeheizten Dampt- 
entwickler und in einem Becherglas (oder 
Topf) auf 100°C erwarmtes Wasser vor- 
bereitet hat, miBt man die zu untersuchende 
Buttersaurelésung, deren Volumen 20 cem 
keinesfalls tibersteigen und die etwa 2 bis 
20mg Butterséiure enthalten soll, in den 
Destillierkolben. Dann fiigt man 3 ccm 
Eisenschwefelsaure (1,5 g Eisenammonium- 
| sulfat gelést in 1000 cem 2n H,SO,) und 

pro mg Butterséiure 0,1 cem 3° iger H,O, 

hinzu. Die Wasserstoffsuperoxyddosierung 
| braucht nicht genau zu sein. Hauptsache 

ist, daB eine geniigende Menge zugegeben 
| wird; ein kleiner Uberschu8 ist nétig und 
l wirkt nicht schadlich *. 

Abb. 1. Man schlieBt mit einem starken Quetsch- 
Apparatur II zurmakrojodometrischen hahn den Gummischlauch des Wasser- 
Bestimmung. (1:8 natiirlicheGrife.) Gampfeinleitungsrohres und setzt unter 

den Destillierkolben das zum Sieden er- 
wirmte Wasser. 2 Minuten nach dem Einbringen des Kolbens in das 
Erwarmungsbad verbindet man den Gummischlauch des Einleitungs- 




















! In einem Versuch ergab die Bestimmung von 10 ccm einer Acet- 
aldehydlésung nach verschiedenen Methoden folgende Werte: 
Messinger-Huppert ......... . 50mg 
Pamh-Ghartiate... § << 6s i Ames BY 
BOI oP ae tur OE a iy = hia ae tah ae 
UP NO oso kek 0 ee Se 
2 Uber den EinfluB verschiedener H,O,-Mengen folgendes: 1,19 mg 
Butterséure ergaben mit verlangten 0,1 cem 3° iger H,O, 1,02 mg und mit 
0,5cem 3°%iger H,O, (fiinffacher Uberschu8) auch 1,02 mg Buttersaure. 
10mg Buttersiure ergaben mit 1 cem 3%iger H,O, 10mg, mit 10 ccm 
3° iger H,O, (zehnfacher Uberschu8) 8,3 mg und mit 5cem 0,03 %iger 
H,O, (zwanzigfach geringere Menge) nur 0,7 mg. 
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rohres mit dem Dampfentwickler, 6ffnet den Quetschhahn und_ sorgt 
fiir eine mdglichst gleichmaBige, langsame Destillation. Wahrend der 
Destillation wird das Erwairmungsbad mit kleingedrehter Flamme etwas 
erwarmt. Innerhalb 5 bis 8 Minuten soll die obere Erweiterung des 
DestillationsgefaBes heiB sein, und nach weiteren 6 bis 10 Minuten soll der 
Wasserdampf den oberen Teil des Kiihlers erreicht haben. Von nun an 
achtet man darauf, daB zwar der obere Teil des Kiihlers standig und gleich- 
maéBig hei® bleibt, daB aber gleichzeitig méglichst wenig Wasser (nicht 
iiber 50 cem) in die Vorlagen hiniiberdestilliert. Diese Arbeitsweise ist be- 
sonders zu Anfang der Destillation genau einzuhalten. Bei zu schnellem 
Destillieren kann Acetaldehyd aus den Vorlagen entweichen, bei zu lang- 
samer Destillation wird er weiterer Oxydation ausgesetzt, was natiirlich 
den prozentualen Fehler stark erhéht. 40 bis 50 Minuten nachdem man das 
DestillationsgefaB in das Erwairmungsbad eingefiihrt hat, unterbricht man 
die Destillation, spilt den Kiihler in einen 500 cem fassenden Erlenmeyer- 
Kolben ab und bringt auch den Inhalt der beiden Vorlagen quantitativ 
hinzu. Dann versetzt man mit 5 ccm 40 °,iger Natronlauge und sofort mit 
einem Uberschu8 von n/50 Jodlésung (auf 10 mg Butterséure 50 cem n/50 
JKJ), 1a8t ungefaihr 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen, séuert 
dann mit HCl 1:1 an und titriert mit n/50 Na,S,O, das unverbrauchte 
Jod zuriick. Es ist bei geringen Mengen (unter 5 bis 2 mg) zweckmaBig, 
mit n/100 Jodlésung und Thiosulfat zu arbeiten, und dann auf n/50 Jod- 
lésung umzurechnen. Gleichzeitig fiihrt man mit 250 cem gekiihlten dest. 
Wassers und den gleichen Mengen der Reagenzien (NaOH, Jodlésung, 
HCl) eine Titration der angewandten Jodlésung aus. 

Der bei der Leerdestillation (Blindversuch) gewéhnlich 0,2 cem n/50 
Jodlésung betragende Jodverbrauch ist selbstverstaéndlich von der im 
Hauptversuch verbrauchten Jodmenge in Abzug zu bringen. Die sich so 
ergebende Anzahl der ccm n/50 Jodlésung multipliziert mit 0,451 ergibt 
die vorhandene Butterséure in mg. 

Aus den angegebenen 40 Bestimmungen, bei welchen die Butter- 
siuremengen 0,5 bis 100 mg betrugen, ist ersichtlich, da die Methode 
am besten innerhalb der schon erwahnten Grenzen von 2 bis 20 mg 
arbeitet, und zwar weist sie einen absoluten Fehler von 0 bis 1,8°,, auf 
(durchschnittlich 0,5°,). Um brauchbare Resultate zu erhalten, mub 
die Destillation sorgfaltig nach den angegebenen Bedingungen ausgefiihrt 
werden. Es wurde schon besprochen, daB Aceton einer weiteren Oxy- 
dation mit H,O, unterliegt; in noch gréBerem Mafe gilt das fiir den 
Acetaldehyd. 

Zur Illustration mége angefiihrt werden, daB von 12 mg Acetaldehyd, 
welcher mit dem itiblichen Oxydationsgemisch in der von uns angewandten 
Apparatur tiberdestilliert wurde, nur 14° im Destillat wiedergefunden 
wurden; der Rest wurde oxydiert. Die Empfindlichkeit des Acetaldehyds 
gegeniiber den oxydierenden Reagenzien macht es verstandlich, daB exakte 
Resultate nur erzielt werden kénnen, wenn man streng auf die Reproduzier- 
barkeit der Oxydationsbedingungen achtet. Man wird deshalb immer 
einige Bestimmungen mit reinen Butterséiurelésungen von bekanntem 
Gehalt zur Kontrolle der Arbeit ausfiihren miissen. 

Ubersteigen in den Kontrollversuchen die vorliegenden Buttersiéure- 
mengen den Wert von 30 mg, so wurden die Abweichungen vom experimen- 
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Tabelle III. Ansatz: 1 bis 10 eem der jeweils angegebenen Butter- 
siiurel6sung, 3 ccm Eisenschwefelsaure und Wasserstoffsuperoxyd wie an- 
gegeben. Bei 50 bis 100mg Buttersiure wurde mit n/10, bei Mengen 
von 10 bis 40mg mit n/50, von 2 bis 5mg mit n/100, bei 0,5 bis 1 mg 
mit n/200 Jod und Thiosulfatlésung titriert. Die verbrauchten Jodmengen 
wurden immer in cem n/50 Lésung umgerechnet. Die Berechnung der 
vorhandenen Buttersiure erfolgte durch Multiplikation der verbrauchten 
ecm n/50 Jodlésung nach Abrechnung von 0,18 ecm (Mittel der Blind- 
versuche) mit dem oben erwahnten Faktor. 





leonoratomfanneroxyi ecm 0,02n ____ BS Bettorstare Fehler 
Wasserstoffsuperoxyd Jodlisung iietaahieik gefunden Oj, 
1 com 30 % 0,18 Leerversuch 
ee o % 0,17 - 
1 . 15% 0,14 é 
OD « 15% 0,21 ” 
a i 15% er ‘s 
Ul s 15%, A s 
01, 1b 1,23 0,505 0,47 6 
C2. 15% 2,27 1,01 0,94 7 
O23: 15% 2,41 1,01 1,01 —_ 
OF: . 15% 2,27 1,01 0,94 t 
ae 15% 2,34 1,01 0,98 3 
0,2 , 15% 2,27 1,01 0,94 7 
O5 . Lo %, 5,75 2,52 2,52 _ 
0,5 » 15% 5,75 2,52 2,52 — 
05. 15% 5,75 2,52 2,52 — 
OD 5 15% 5,79 2,52 2,54 1,2 
0,5 , 15% 5,79 2,52 2,54 1,2 
05, 3 % 11,17 5,04 495 | 1,8 
0D > 5s % 11,3 | 5,04 5,02 | 0,4 
0,5 » 3% 11,5 5,04 5,10 1,2 
0,5 , gS 11,3 5,04 5,02 i 0,4 
0,5 » 3% 11,2 5,04 4,97 i 1,4 
| he aA 22.6 10,09 10,11 0,2 
1 * 3% 22.6 10,09 10,11 0,2 
Ree a % 22,5 10,09 10,07 0,2 
: rear 5% 22,5 10,09 10,07 0,2 
1 a S 22,4 10,09 10,02 0,7 
ae aay A 44.8 20,18 20,12 0,3 
aa 8 % 45,1 20,18 20,25 0,4 
Bays 3% 44,9 20,18 20,17 0,05 
gg 4 45,0 20.18 20,21 0,2 
a i) oe 44,8 20,18 20,12 0,3 
eee 662 | 30,27 29,8 1,6 
Big. a % 66,2 | 80,27 29,8 1,6 
Bx 8% 64,5 30,27 29,0 4,2 
ee : ey 65,7 30,27 29,5 2,6 
Pg 2 65,6 30,27 29,5 2,6 
‘ewe - ee oe 40,36 40,1 0,7 
r Uaeet 3% 85,8 40,36 38,6 4,4 
‘é 2 87,9 40,36 39,5 2,1 
ae 3% 88,0 40,36 | 39,6 1,9 
ae B. % i 87,7 | 40,36 | 39,4 2,4 
Ds isda § % | 107,0 | 50,45 | 48,2 4,5 
eee 8 % 98,6 50,45 44,4 12 
0 ..% 104,7 | 50,45 | 47,2 6 
| ae ee | 200,0 / 100,9 90,0 10 
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tell festgelegten Oxydationsmittelwert (65°, Aceton) immer gréBer. Die 
Ursache liegt in der explosiv verlaufenden Oxydation. Wenn gréBere 
Mengen vorliegen, kann man dies leicht an der starken Gasentwicklung 
beobachten, durch die einerseits ein Teil Acetaldehyd der Resorption entgehen 
und aus den Vorlagen entweichen kann, und andererseits die Konzentration 
des mit dem Oxydationsmittel in Beriithrung kommenden Aldehyds und 
Acetons bedeutend erhéht wird, weshalb man mit einer bei weitem héheren 
Oxydierbarkeit wird rechnen miissen. Durch diese erhéhte Oxydation 
von Acetaldehyd wird die Jodoformausbeute vermindert. Es ist daher 
in solchen Fallen unumganglich notwendig, die Lésungen entsprechend zu 
verdiinnen und dann die Bestimmung zu wiederholen. 

Mengen unter 5mg gehéren in das Gebiet der Mikrobestimmungen. 
Hier kommt es auf genaue Bestimmung des Jodverbrauches in Blind- 
versuchen an. '/,,cem einer n/200 Jodlésung bedeuten schon Differenzen 
von einigen Prozenten. Dann sind die Bedingungen fiir quantitative Aceton- 
und Acetaldehydbindung als Jodoform bei diesen geringen Konzentrationen 
schon so verandert, daB der Faktor der Makrobestimmung nicht mehr den 
Tatsaehen entspricht. Es ergeben sich dann héhere prozentuale Fehler, 
doch kénnen die erlangten Resultate ais brauchbar bezeichnet werden. 


b) Mikromethoden. 


In AnschluB an die qualitative Reaktion kann die Buttersdiure 
rasch und dabei hinreichend genau durch nachfolgende Mikromethoden 
bestimmt werden. Diese Mikromethoden kommen immer bei der Be- 
stimmung von Mengen unter 5 mg zur Anwendung. Mengen von 0,009 
bis 0,06 mg werden nephelometrisch, solche tiber 0,05 bis 5 mg mikro- 
jodometrisch bestimmt. Die Methode wird auf Grund des Ausfalles 
der qualitativen Reaktion gewahlt. Ergibt diese eine Opaleszenz, so 
bestimmt man Buttersiure nephelometrisch, entstehen Triibungen 
oder Niederschlage, arbeitet man nach der mikrojodometrischen 
Methode. 

1. Nephelometrische Bestimmung. 

Prinzip. Die Buttersiure wird unter den bei der qualitativen 
Reaktion angegebenen Bedingungen in Aceton und Acetaldehyd iiber- 
gefiihrt und im SWR. aufgefangen. Nun wird der Acetaldehyd zerstirt, 
Aceton aus der Quecksilberverbindung regeneriert, abermals im SWR. 
abgefangen und die nunmehr entstehende blaue Opaleszenz mit einer 
Standardacetonlésung verglichen. Die Buttersiuremenge wird aus 
einer empirisch festgesetzten Acetonskala abgelesen. 

Erforderliche Lésungen. AuBer den bei der qualitativen Reaktion 
angegebenen Reagenzien braucht man eine Stammacetonlésung, die in 
1 cem 0,1 mg Aceton enthalt. Sie wird in folgender Weise bereitet: 0,5 cem 
reines Aceton wird mit 50 cem Wasser versetzt, die Lésung auf etwa 20 ecm 
abdestilliert. Das Destillat wird auf 250 ccm verdiinnt und in einem aliquoten 
Teil das Aceton jodometrisch bestimmt. Eine 100 mg Aceton entsprechende 
Menge wird in einen 1 Liter-MeB8kolben iibergefiihrt und nach Zusatz ven 
125cem 2n H,SO, mit Wasser aufgefiillt. Diese Lésung ist jahrelang 
haltbar. Die Vergleichslésung, die in 1 cem 0,01 mg Aceton enthalt, wird 
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aus dieser Stammlésung durch zehnfache Verdiinnung mit Wasser jedesmal! 
frisch bereitet und ist nur einige Tage haltbar. Schwefelsaure muB der 
Acetonlésung zugegeben werden, um sie vor bakterieller Zerst6rung zu 
bewahren. Wie angegeben, muB das zur Herstellung der Standardl6sung 
verwendete reine Aceton zuerst destilliert werden, weil eine aus nicht 
frisch destilliertem Aceton bereitete Lésung durch das SWR. nicht mehr 
volistandig gefallt wird. Deshalb soll die Vorschrift genau eingehalten 
werden. 

Der bei der qualitativen Reaktion erhaltene Niederschlag ist zm 
Nephelometrie ungeeignet. Bei der Oxydation der Buttersdure bildet 
sich neben Aceton auch Acetaldehyd. Die Quecksilberverbindung des 
Acetaldehyds ist nun sehr unbestandig, sie wird infolge der reduzierenden 
Aldehydwirkung zersetzt. Die Triibungen verandern sich rasch und 
werden durch das sich ausscheidende metallische Quecksilber grau, 
sind also fiir nephelometrische Bestimmungen unbrauchbar. Es mub 
also der Acetaldehyd zerstért werden. Die Zerstérung erfolgt, wie 
friiher (5) beschrieben, mit H,O, in alkalischer Lésung, wobei gleich- 
zeitig die Acetonquecksilberverbindung zersetzt wird, indem sich freies 
Aceton zuriickbildet. Letzteres wird nach nochmaliger Reaktion mit 
dem SWR. mit der Standardlésung verglichen. 

Die Acetonquecksilberverbindung bildet sich je nach vorhandener 
Acetonmenge verschieden schnell. Die Niederschlagsmenge erreicht nach 
ungefaihr 10 Minuten ihren Héchstwert. Von diesem Zeitpunkt ab andert 
sich nur noch die Korngr6Be des Niederschlags, welche aber selbstverstand- 
lich auch auf den Charakter der Triibung EinfluB hat. Es spielt also die 
Zeit der Beobachtung und die Temperatur eine wichtige Rolle, wobei 
noch hinzukommt, daB auch die Art des Zusammenbringens von SWR. 
und Acetonlésung von Einflu8 ist. Bei der Butterséiurebestimmung destilliert 
das Aceton in das SWR., bei der Vergleichslésung wird es hinzugegeben. 
Das verursacht bei gréBeren Acetonmengen (von 0,07 mg Butterséure an), 
wo wir nicht mehr Opaleszenzen, sondern Triibungen haben, groBe Schwierig- 
keiten beim Vergleichen. Streng genommen mii®te man auch die Aceton- 
vergleichsl6sungen genau wie das aus der Buttersiure gebildete Aceton 
destillieren. Da dies aber technisch kaum ausfiihrbar ware, bestimmen 
wir nephelometrisch nur Buttersiuremengen, welche keine Triibung, sondern 
reine Opaleszenzen ergeben, was dem oben angegebenen Intervall entspricht. 

Die Vergleichsopaleszenz soll stets im ganz bestimmten Redestillations - 
stadium durch Einwirkung der Acetonvergleichslésung und von SWR. 
bereitet werden. Unter Redestillation ist der ProzeB der Acetaldehyd- 
zerst6rung und Acetonregeneration zu verstehen. 

Triibungen ergebende Buttersiuremengen werden mikrojodometrisch 
bestimmt. 

Ausfiihrung. Die zu untersuchende Lésung kommt in den Kolben A 
der App. I, wird mit 1 bzw. 5cem H,O, versetzt und oxydiert, wie wir 
schon bei dem qualitativen Nachweis beschrieben haben. Das nun graublau 
opaleszierende Reagens wird in den Kolben A der App. III (Abb. 2) ge- 
bracht, die Eprouvette mit 5cem H,O, gespiilt und dem Kolbeninhalt 
zugesetzt. Nun wird langsam redestilliert in der Weise, daB man mit einer 
zuriickgedrehten Flamme erwirmt. Es entwickeln sich in der Fliissigkeit 
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durch Zersetzung des H,O, feine Blischen. Ist einmal samtliches H,O, 
zerstért, so kommt die Fliissigkeit zum Sieden, ohne da®B es nétig wire, die 
Flamme zu vergr6éBern. Die Dampfe passieren eine im Kolben B! zum 
Sieden erhitzte 30° ,ige Natronlauge, die durch eine kleine Flamme im 
leichten Sieden erhalten wird und gelangen durch den Kiihler C in 5 cem 
vorgelegtes SWR. Das Aceton destilliert mit den ersten iibergehenden 
Dampfen, die Destillation braucht nur so lange fortgesetzt werden, bis 
sich etwa 2 ccm Destillat gesammelt haben. Bestimmt ist sie aber beendet, 
sobald die Fliissigkeit im Kolben A 
zu schaumen aufhért und der 
Inhalt zu stoBen beginnt. Es 
bleibt dann im Destillierkolben A 
eine graue Fliissigkeit, am Boden 
aber reduzierte Quecksilber- 
tropfen zuriick. Die Fliissigkeit 
in der Vorlage erscheint blau 
opaleszierend. Die Vergleichs- 
losung wird so angesetzt, da®B drei 
Eprouvetten mit je 5cem SWR. 
bereitet werden. Im Augenblick, 
wo die Dimpfe aus dem Kolben A 
in den Kolben B iiberdestillieren, 











werden zu diesen der zu_er- Apparatur III fiir die Mikro- 
wartenden Butterséiuremenge bestimmungen. (1:5 natiirliche 
entsprechend abgestufte Mengen Grobe.) 


der Acetonvergleichslésung zuge- 

setzt. Das geschieht in der Art, daB man SWR. mit den 
Acetonlésungen iiberschichtet. Es bildet sich nach kurzem 
Stehen ein blauer Ring, worauf man die Fliissigkeit durch- | | 
mischt und dann auf das Volumen bringt, das dem jeweiligen 1 
Destillat entspricht. 








Nun wird die Starke der auftretenden Opaleszenzen mit Sy, 
der zu untersuchenden Lésung verglichen. Man beobachtet 
in Tageslicht gegen einen schwarzen Hintergrund. Kiinstliches Licht ist 
nicht geeignet. Macht die Unterscheidung Schwierigkeiten, so kann 
man in Durchsicht gegen bedrucktes Papier die Starke der Opaleszenzen 
genauer beurteilen. Innerhalb weiterer 5 bis 10 Minuten’ kontrolliert 
man die Lésungen. Hat man nicht die richtigen Vergleichslésungen 
genommen, so muff man, da sich die Opaleszenzen im Verlaufe der 
Zeit veraindern, die Acetonverbindung neuerdings nach Zusatz von 
5eem H,O, (3% ig) redestillieren. Man vergleicht nun mit anderen 
Acetonlésungen. Ein Nephelometer ist zur Bestimmung nicht notwendig, 
es geniigt der beschriebene Arbeitsgang. Man kann die in der Tabelle IV 
angegebenen Werte unterscheiden und die entsprechenden Butterséure- 
mengen bestimmen. 


Hat man ein Pulfrichsches Stufenphotometer zur Verfiigung, so sind 
die Bestimmungen sehr einfach. Man oxydiert Buttersiuremengen von 


! Durch die siedende Lauge wird der Kolben 2B langsam angegriffen, 
der Ersatz ist einfacher, wenn auch der Kolben B angeschliffen wird. In 
der Abbildung ist er ohne Schliff. 
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Tabelle IV. 





Aceton in cem einer 
Img-%igen Lésung . 0,15 0,25 | 0,50 | 0,75 | 1,0 1,3 ey 
Buttersaure in mg ... | 0,009 0,01 0.02 | 0,08 0,04 0,05 | 0,06 


6,009 bis 0,06 mg, redestilliert die entstandenen Niederschlaige und be- 
stimmt nach 5 Minuten die Triibungen. Die obere Grenze wird auch hier 
bei 0,06 bis 0,08 mg Buttersaéure liegen. 


Bekommt man bei Anstellung der qualitativen Reaktion oder bei der 
Ausfiihrung der nephelometrischen Bestimmung eine zum Vergleich mit 
den Acetonstandardlésungen zu starke, ungeeignete Triibung, so ist die 
Probe weder zu verwerfen, noch verloren. Durch erneuten Zusatz von 
5ceem H,O, und Redestillation, nun aber in vorgelegte alkalische Jod- 
lésung, wird sie der nachfolgenden jodometrischen Mikromethode zugefiihrt. 
Aus dem Acetonquecksilberniederschlag kann ja, da man im geschlossenen 
System arbeitet, mehrmals Aceton regeneriert und umdestilliert werden, 
ohne daB Verluste zu befiirchten waren. 


2. Jodometrische Mikromethode. 


Auch hier wird zuerst die qualitative Reaktion ausgefiihrt, dann das 
SWR. mit der getriibten Fliissigkeit redestilliert. Man arbeitet wie bei 
der nephelometrischen Methode angegeben, jedoch wird hier statt SWR. 
alkalische Jodlésung vorgesetzt. In das vorgelegte Probierrohr kommen 
2cem n/200 (bzw. n/100, n/50, je nach der Menge zu erwartender Butter- 
siure!) Jodlésung und 5cem 2n NaOH. Nach beendeter Redestillation 
spiilt man das Kiihlrohr nach und gibt den Inhalt der Vorlage in ein 50 cem 
fassendes Becherglas. Man la8t etwa 5 Minuten stehen, séuert mit 7 ecm 
2n H,SO, an und titriert das iiberschiissige Jod nach Zusatz von 1 ccm 
Starkel6sung mit n/200 (n/100, n/50) Thiosulfat unter Verwendung einer 
Mikrobiirette zuriick. Da hier nur das aus der Butterséure sich bildende 
Aceton bestimmt wird, ist der Faktor ein anderer wie bei der Makromethode. 
Die Resultate sind, wenn die vorhandene Butterséuremenge sich innerhalb 
der Grenzen von 0,05 bis 5 mg befindet, wie aus Tabelle V ersichtlich, sehr 
gut. 1lcem n/200 Jodlésung entspricht 0,265 mg Buttersaure. 


Von 5mg aufwarts werden die Resultate unsicher, wenn man 1 ccm 
H,O,, 3%ig, zur Oxydation verwendet. Man kann die Resultate jedoch 
durch Anwendung von 5cem H,O, (3% ig) auch bei 5mg Butterséiure 
sicherstellen®. Mengen iiber 5 mg miissen verdiinnt bzw. die Makrobestim- 
mung ausgefiihrt werden. 


1 Ks ist besser, mit starkeren Lésungen unter Verwendung von Mikro- 
biiretten zu arbeiten, als mit sehr verdiinnten Lésungen und gewéhnlichen 
Biiretten. Wir empfehlen die Makro-Mikrobiirette nach Dr. Fuchs. Bei 
der Benutzung einer in '/,9.cecm eingeteilter Mikrobiirette kénnen auch 
die schon in das Gebiet der nephelometrischen Bestimmung fallenden 
Buttersiuremengen (bis 0,01 mg) mikrojodometrisch bestimmt werden. 
— # Wir oxydieren bei der Ausfiihrung der mikrojodometrischen Be- 
stimmungsmethode die Butterséure immer mit 5 ccm H,O, und ziehen den 
im Leerversuch erhaltenen Wert von den verbrauchten cem Jodlésung ab. 
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Tabelle V. 


Ansatz: Buttersaiure in App. I oxydiert, in App. IT redestilliert und mikro- 
jodometrisch bestimmt. 





Oxydiert mit 1 cem 3°/oiger Hy O2 Oxydiert mit 5 cem 3°/oiger Hy O2 








Angewandt verbraucht verbraveht 
ng Buttersdiure ore re , refunden oo ‘4 - gefunder 
” ' in aay se mg Butterssare ' 7 i mg Gathaeshase 
Reagenzien - 0,10 
(Leerversuch) — 0,10 
~ 0,10 
0,05 0,15 0,05 0,26 0,05 
0,14 0,04 0,24 0.04 
0,18 0,06 0,26 0,05 
0,16 0,05 0,25 0,05 
0,1 0,34 0,10 0,43 0,10 
0,30 0,09 0,42 0,10 
0,32 0,10 0,44 0,10 
0,29 0,09 0,42 0,10 
0,2 0,68 0,21 0,76 0,21 
0,62 0,19 0,76 0,21 
0,64 0,20 0,76 0,21 
0,64 0,20 0,74 0.20 
0,5 1,60 0,50 1,84 0,54 
1,68 0,52 1,86 0,55 
1,78 0.54 1,88 0,55 
1,76 0.55 1,72 0,59 
0,8 2,70 0,84 
2.64 0,79 
1.0 3.45 rs 3,44 1,0 
3.54 5 8,32 1,0 
3,28 1,0 8,56 1,9 
3,36 1,0 3,40 1,0 
1,5 4,67 1,4 
5,13 1,6 
5,22 1,6 
4,72 1.5 
2.0 6,50 2,0 7,28 2,3 
6,94 2,1 7,28 2,3 
8,0 9,68 8,0 
10,08 8,1 
4.0 14,12 4,4 
11,56 3,6 
5,0 12.8 4,0 15,82 49 
14,7 4.6 15,8 49 
14,0 4,4 14,8 4.6 
14,7 46 16,6 5,1 
10,0 23,8 74 24,2 7.5 
19.4 6,0 26.5 3,7 
24,2 7.6 18,0 5.6 
22.8 751 15.9 49 
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Nachweis und Bestimmung von Buttersiiure bei gleichzeitiger Anwesenheit 
der Fettsduren mit C, — C€,. 
1. Ameisensadure. 

Ameisensdiure reduziert weder das SWR. noch bilden sich bei 
ihrer Oxydation mit H,O, (in Anwesenheit von Eisenschwefelsaure ) 
Produkte, die irgendwie mit dem SWR. reagieren und dadurch den 
qualitativen Butterséurenachweis stéren kénnten. Es bleibt das vor- 
gelegte Reagens unverandert. Auch die quantitativen Makro- und 
Mikromethoden werden durch die Anwesenheit der Ameisensaure nicht 


Tabelle VI. 


Ansatz: Es wurden 1 bis 10cem einer reinen Ameisensaurel6sung bzw. 

eines Gemisches von Ameisen- und Butterséure in den angegebenen Mengen 

mit 3cem Eisenschwefelséiure und 5cem H,O, versetzt und oxydiert, wie 

dies in der Beschreibung des qualitativen Buttersiurenachweises angegeben, 
die Buttersaéure wurde dann nach der Mikromethode bestimmt. 





Ameisen- 


sare ENNGENNS | Reaktion mit dem SWR. —(Hercehus | wledergefunden 
mg mg 

1 a — = 

5 — + 

10 — — + 

10 0,02 Blaue Opaleszenz a Quantitativ * 

10 0,1 Weibblaue Triibung a 

10 0,5 Starke weibe Triibung + 

20 — a - 

50 _- oo a 

50 0,02 Blaue Opaleszenz + 

50 0,05 Blaue Triibung + e 

50 0,1 Weibblaue Tribung + 

50 0,5 Starke weibe Triibung a = 
100 a om at. 
100 0,02 Blaue Opaleszenz + . 
100 0,1 Weibblaue Tribung + 
100 0,5 Starke weibe Triibung + ‘ 
200 — _ 7 
200 0,1 Weibblaue Tribung + mA 
200 0,5 Starke weife Triibung + a 
200 1,0 Weiber Niederschlag _ ¥ 
500 oo — _ — 
500 0,1 WeiBblaue Opaleszenz -- 0,03 ** 
500 1,0 Starke weibe Tribung — 0.5 
1000 -—- WeiBer Niederschlag | — 


durch Sauerung 


* Bedeutet, daB bei einer Reike von Bestimmungen Resultate erhalten wurden, die im 
Rahmen der fiir die Mikromethodik gezogenen Fehlergrenzen als quantitativ zu bezeichnen 
wiren. ** Das SWR. mit dem Destillate von 500mg und 1g Ameisensiure wurde vor det 
Redestillation mit konzentrierter Natronlauge stark alkalisch gemacht. 
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gestért, falls nicht mehr als 200 mg von ihr vorhanden sind. Tabelle VI 
zeigt Resultate der Oxydation reiner Ameisenséurelésungen und solche 
von Ameisensaiure-Buttersiuregemischen. 

Ubersteigen die vorhandenen Ameisensaiuremmengen 200 mg, so wird 
die Butterséiure nicht mehr quantitativ wiedergewonnen. Handelt es sich 
z. B. um die quantitative Bestimmung von Butterséiure in reiner unver- 
diinnter Ameisenséure, so ware diese vorher zu zerstéren, am _ besten 
durch Erhitzen mit konz. H,SO,. In dem spiater angegebenen allgemeinen 
Arbeitsgang zum Nachweis der Butterséure in Anwesenheit der fliichtigen 
Fettséuren C, bis C, wird so eine Vorbehandlung der Probe beschrieben. 

Noch auf eine Méglichkeit von Fehlerquellen mége hier hingewiesen 
werden. Bei der angewandten Oxydationsmethode wird die Ameisensiiure 
nur wenig angegriffen. Sie destilliert gréBtenteils unverandert iiber. Liegen 
nun gréBere Ameisenséuremengen vor (iiber 0,5 bzw. 1 g), so kénnte durch 
sie die tiberschiissige Lauge des SWR. verbraucht (Lackmus) und dadurch 
AgCN als weiBer Niederschlag gefallt werden. Die Anwesenheit von Butter- 
siiure wiirde so vorgetéiuscht. Zum Unterschied von dem in Alkali unléslichen 
Acetonniederschlag, den wir bei der Butterséureoxydation bekommen, 
verschwindet aber dieser, falls man das Reagens durch Versetzen mit konz. 
Lauge alkalisch macht. Auch andere fliichtige Fettsiuren, wenn sie in 
groBer Menge vorhanden sind, kénnten den Ausfall des weiBen AgCN 
verursachen. Der Niederschlag braunt sich beim Erwarmen, wenn Ameisen- 
sdure vorhanden ist (reduzierende Wirkung) und bleibt unverandert weib, 
wenn irgendeine andere Séure vorliegt, oder wenn es sich um den Aceton- 
quecksilberniederschlag handelt. 


2. Essigsdure. 

Essigsiure erweist sich unserer Oxydation gegeniiber als sehr 
resistent. Es oxydieren sich nur geringe Mengen, wobei es zur spuren- 
weisen Bildung von Formaldehyd kommt. Das vorgelegte SWR. 
wird nun unter dem EinfluB dieses Aldehyds reduziert. Je nach den 
vorhandenen Essigsiuremengen kommt es entweder sofort oder erst 
nach einigem Stehen zur Bildung einer feinen grauen Triibung im 
Reagens. Diese Triibung ist in ihrem Charakter véllig verschieden von 
der blauweiBen Triibung bei der Buttersiureoxydation, doch wirkt 
sie stérend, wenn es sich um den Nachweis geringster Buttersiuremengen 
handelt, da die Reaktion unsicher wird. Folgende Tabelle VII zeigt die 
vorgefundenen Verhialtnisse. Da Essigsiure, wie schon erwahnt, schwer 
angreifbar ist, wird auch beim Arbeiten mit 1 g Saure und 1 cem H,O, 
(3% ig) letzteres nie aufgebraucht, kann also stets im Destillations- 
ruckstand wiedergefunden werden. 

Der weiBe Niederschlag bei Anwesenheit von | g Essigséure wird durch 
Verbrauch von NaOH aus dem SWR. bewirkt, weshalb Ausfaillung von 
AgCN erfolgt; deshalb erfolgt Lésung nach Zusatz von Alkali. 


Um die schiadliche Wirkung der sich bildenden Aldehydspuren zu 
verhindern, kann man die Oxydation in der Apparatur, wie sie bei der 
mikrometrischen Methode besprochen ist, ausfiihren. Die Oxydation 
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Tabelle VII. 
Ansatz: 1 bis 10 cem angegebener Essigsiuremengen, 3 cem Eisenschwefel- 
saure, 5eem 3°iger H,O,, oxydiert in der App. I, wie bei qualitative: 
Reaktion angegeben. 





Essigsture Das SWR. zeigt 


mg sofort nach der Oxydation nach Stehen 
1 — Nach 10 Min. graue Opaleszenz 
5 — eet || ars ” ” 
10 _- ‘ a »  Tribung 
20 -  * . ” 
50 Graue Opaleszenz geht langsam in graue Triibung tber 
100 Graue Triibung geht in starke graue Triibung tiber 
200 Schwarzgraue Triibung, setzt sich langsam zu Boden 
500 Schwarzgraue Triibung, setzt sich langsam zu Boden 
1000 Weiber Niederschlag, der sich in Lauge unter hinterbleiben einer 


einer grauen Triibung lost 


erfolgt im Kolben A, die Dampfe passieren siedende, 30° ige Natronlauge 
und gelangen dann dureh den Kiihler in die vorgelegten 5cem SWR. Der 
Formaldehyd wird durch die starke heiBe Lauge zerstért, das Reagens 
bleibt, falls reine Essigsaure vorliegt, ungetriibt und unverandert. Selbst 
groBe Mengen, 1g und mehr, verursachen keine St6érungen, da die 
destillierende Séiure von der Lauge neutralisiert wird und sie nicht in das 
SWR. iiberdestillieren kann. Es kann unverdiinnter Eisessig direkt auf 
Butterséureverunreinigung gepriift werden. Die Lauge reicht fiir eine groBe 
Anzahl von Versuchen und wird um so eher erschépft, je gréBere Saure- 
mengen man in Arbeit nimmt. Bei Mengen, die 100 mg im Einzelfall nicht 
iibersteigen, gebrauchen wir sie bis 30mal, dann wird die Lauge gewechselt. 
Durch Leerversuche mit den Reagenzien allein und mit Butterséure wird 
die Lauge auf Brauchbarkeit gepriift. Fiir nachfolgende Versuche wurden, 
da sich unser Laboratoriumsessig als butterséurehaltig erwies, Lésungen aus 
reiner synthetischer Essigséiure bereitet. 

Tabelle VIII zeigt, daB quantitative Resultate bei Essigsiéuremengen 
iiber 100 mg nur bei Anwendung von 5 ccm H,0O, erhalten werden. 


Am besten erfolgt der Nachweis der Buttersiure in Anwesenheit der 
Essigséiure auf folgende Weise: Die Oxydation wird in der App. I mit 
5eem H,O, ausgefiihrt, und zwar unter den fiir die qualitative Reaktion 
angegebenen Bedingungen. Ohne Riicksicht auf etwa auftretende graue 
Triibungen (bei Anwesenheit von groBen Essigsiuremengen) wird das SWR. 
mit 5cem H,O, versetzt und in der App. III redestilliert. Als Vorlage 
werden wieder 5cem SWR. vorgelegt. Verandert sich das Reagens nicht, 
so ist nur Essigséure und keine Butterséure vorhanden, triibt sich das 
Reagens, so ist Butterséiure anwesend. Eine erneute Redestillation (App. I) 
nach Zugabe von 5cem H,O, erméglicht in AnschluB daran die schon 
beschriebene quantitative mikro-, nephelo- bzw. jodometrische Be- 
stimmung. 

Bei der makrojodometrischen Butterséurebestimmung stért die An 
wesenheit von Essigséure nicht. Die sich bildenden Spuren von Form 
aldehyd bedingen iiberhaupt keinen erheblichen Fehler. Die Menge de 
anzuwendenden Wasserstoffsuperoxyds richtet sich nach dem zur Oxydation 
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Tabelle VIII. 
Ansatz: Essigséiure rein oder nach Zusatz von Butterséiure, 3ccm Eisen- 
schwefelsiure, 1 bzw. S5cem 3%ige H,O,, oxydiert in der App. II] 
(Destillation tiber NaOH). 





ere suttersdure 
Essigsiure  Buttersiure Buttersaare 


Reaktion im SWR. mikrometrisch 
mg mg wiedergefunden 
1 x ee 
5 ies SS 
10 — — 
10 0,02 Blaue Opaleszenz (Juantitativ 
10 0,1 Weibblaue Triibung 
10 0,5 Starke weibe Triibung ® 
10 1,0 Weiber Niederschlag > 
20 —_ - 
50 | — — 
50 0,02 Blaue Opaleszenz ‘ 
50 0,1 Weibblaue Tribung e 
50 0,5 Starke weibe Tribung e 
50 1,0 Weiber Niederschlag s 
100 — -- 
109 0,02 Blaue Opaleszenz . 
100 0,1 Weibblaue Tribung ‘ 
100 0,5 Starke weibe Triibung - 
100 1,0 Weiber Niederschlag be 
200 — a 
200 0,02 Blaue Opaleszenz i 
200 01 Weibblaue Triibung - 
200 0,5 Weilbe Triibung 0,37 
200 0,5 (Mit 5cem Hy QO, oxydiert) (Juantitativ 
200 1,0 Starke weibe Triibung 0,6 
200 1,0 (Mit 5cem HgO, oxydiert) (Juantitativ 
590 — _ 
500 0,5 Weibe Triibung 0,2 
500 0,5 (Mit 5cem Hy QO, oxydiert) Quantitativ 
500 1,0 Starke weibe Tribung 0,4 
500 1,0 (Mit 5cem H,O,g oxydiert) (Juantitativ 


kommenden Gesamtsiuregehalt, und zwar fiir je 10mg Gesamtsiiure 
(ausgedriickt als Buttersiure) 1 cem H,O, (3° ig), was annihernd 1 cem 
H,O, fiir 1 cem n/10 NaOH entspricht. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 9 
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3. Propionsaéure. 

In einer friiheren Abhandlung (6) wurde gezeigt, daB die 
Propionsdure bei der Oxydation mit H,O, Acetaldehyd und zwai 
etwa 50°, der theoretischen Menge bildet. Da letzterer mit dem 
SWR. in der gleichen Weise wie Aceton reagiert, fallt die Reaktion 
auch mit der Propionsiure! positiv aus und stért so den Butter 
sdurenachweis. 

Lésungen, die bis zu 10 mg reiner Propionsaiure enthalten, ergeben 
graue bis graublaue Triibungen. Von 10 mg an resultieren graue bis 
weibe Triibungen bzw. Niederschlige. Je nach der Art der Aus- 
fiihrung der Destillation (starkes Einengen auf lccem ergibt schon 
bei 10 mg Niederschlag) und nach der Menge der vorhandenen 
Propionsaure treten dieselben im Anfang oder erst gegen das Ende 
der Destillation auf. 

Da Buttersiure Aceton und Acetaldehyd, Propionsiure aber nur 
Acetaldehyd bildet, so reduziert sich das Problem des Buttersaure- 
nachweises in Gegenwart der Propionsaure auf die Frage der Bestimmung 
des Acetons neben Acetaldehyd. Diese Frage und ihre Lésung haben 
wir bei den mikrometrischen Buttersiurebestimmungen besprochen. 
Die Redestillation der entstehenden Niederschlage mit H,O, wird auch 
hier zur Trennung von Acetaldehyd und Aceton angewandt: 

Der Nachweis der Butterséure in Gegenwart von Propionséure geschieht 
dann in folgender Weise: Das Gemisch der Saéuren wird mit 3 cem Eisen- 
schwefelsiture und 5ccm H,O, versetzt, in App. I oxydiert, wie bei der 
qualitativen Reaktion angegeben. Nun kommt das SWR. mit dem Nieder- 
schlag in den Kolben A der Apparatur IIT. Man spiilt die Eprouvette 
mit 5cem H,O, nach, setzt der Fliissigkeit im Kolben zu und redestilliert 
genau wie bei der nephelometrischen Bestimmung angefiihrt wurde. Lag 
nur reine Propionséiure vor (Handelspropionséuren enthalten Buttersaure), 
bleibt das SWR. unveraéndert. War Buttersaéure vorhanden, so bekommt 
man je nach deren Menge entsprechende Reaktion. Wiirde man zur 
Oxydation nur leem H,O, verwenden, so sind die Resultate bei 
groéBeren (50 mg) Propionsiuremengen unsicher, obwohl man noch iiber- 
schiissiges H,O, im Destillationsriickstand nachweisen kann. Es gehért 
ein ,,WasserstoffsuperoxydstoB“* dazu, daB die Reaktion auch bei 
groBen Propionséuremengen richtig und quantitativ verlauft. 5 ccm H,O, 
sind aber ausreichend. Tabelle [IX und X zeigen die Resultate der Oxy- 
dation mit 1 und 5 cem H,Q,. 

Die quantitative Mikrobestimmung wird dann in AnschluB an die 
qualitative Reaktion ausgefiihrt. Es wird das bei der Redestillation ge- 
wonnene SWR. mit dem Destillat erneut mit 5 cem H,O, versetzt und zum 


1 Fiir die folgenden analytischen Untersuchungen wurde eine durch 
die Grignardsche Synthese bereitete Saiure angewendet, da saémtliche im 
Handel befindlichen Propionsiuren Homologe enthielten. Auch eine aus 
Propylalkohol bereitete Saéure war unrein. 
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zweiten Male redestilliert. Ergab die qualitative Probe eine Opaleszenz, 
wird wieder SWR. vorgelegt und die nephelometrische Bestimmung aus- 
gefiihrt, bei Triibungen und Niederschlagen nimmt man als Vorlage alkali- 
sche Jodlésung und fiihrt die mikrojodometrische Bestimmung aus. 


Tabelle IX. 
Ansatz: Propionsiure allein oder im Gemisch mit Buttersdéure, 3 cem Eisen- 
schwefelsaiure, 1 cem 3% iges H,O,, oxydiert in App. I, redestilliert in App. III. 





Propion- Butter- Reaktion mit dem SWR. Butter- 
shure shure $$ er shure 
mg mg vor der Redestillation nach der Redestillation gefunden 
1 — Graue Opaleszenz — 
1 0,02 Blaue Triibung Blaue Opaleszenz 0,02 
5 _ Blaugraue Opaleszenz — 
5 0,05 Weibblaue Triibung Blaue Triibung 0,05 
5 0,1 Weibe Tribung Weibblaue Tribung 0,1 
10 — Weibe Tribung —_ 
10 — Weiber Niederschlag — 
10 0,02 Weibe Triibung wird 
zu weibem Niederschlag Blaue Opaleszenz 0,02 
10 0,05 Weiler Niederschlag Blaue Traibung 0,05 
10 0.1 Ns - Weibblaue Triibung 0,1 
10 0,5 . is Starke weibe Triibung 05 
10 0,5 ,, = Weibe Tribung 0,25 
20 — A oe 
20 0,05 jy ‘ Blaue Trabung 0,05 
20 0,1 . - Weibblaue Triibung 0,1 
50 | — r= ‘a —_ 
50 | «(0,05 : e Blaue Triibung 0,05 
50 0,1 > A — -~ 
50 0,1 ” . Blaue Trabung 0,06 
50 0,2 8 & =F a 
5) 0.5 a ‘. Weile Triibung 0,3 
100 | — ; " a 
100 0,05 . - Blaue Opaleszenz 0,03 


Tabelle X. 
Ansatz: Propionsiure im Gemisch mit Butterséiure, oxydiert mit 5 cem 
3% igem H,O,, nach Zusatz von 3 ccm Eisenschwefelsiéure in App. I, redestil- 
liert in App. III und jodometrisch bestimmt. 








Propion- | Butter- | Reaktion mit dem SWR. Butter-_ 
siure shure © -——-——-—_——__--_—-—— - siure 
mg mg vor der Redestillation nach der Redestillation gefunden 
10 0,1 Weiber Niederschlag WeiSblaue Tribung 0,1 
50 0,1 ‘. > * a 0,1 
50 0,2 e u Wei8e Triibung 0.2 
50 0,5 ‘ ® Starke weibe Tribung 0,5 
100 0,1 |! Hf WeiSblaue Tribung 0,1 
100 | 05 . i Starke weiSe Tribung 0,5 


Q* 
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Die makrojodometrische Butterséurebestimmung kann _ bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Propionséure nicht ohne weiteres ausgefiihrt 
werden, da ja der aus der Propionséiure sich bildende Acetaldehyd mit- 
bestimmt wiirde. Sie muB in folgender Weise modifiziert werden: 

Der aus Propion- und Butterséure sich bildende Acetaldehyd wird 
zerstért, die Menge der Butterséure aber aus dem iiberbleibenden Aceton 
berechnet. Da sich bei der Oxydation von Butterséiure eine konstante 
Menge von Acetaldehyd und Aceton bildet, lag die Vermutung nahe, daf 
auch die Ausbeute an Aceton selbst eine konstante GréBe ist. Die folgend 
angefiihrten Versuchsergebnisse zeigen, daB sich bei der Oxydation von 
Butterséiure stets 41°) des theoretischen Wertes von Aceton fassen lassen. 

Die Acetonbestimmungen wurden so ausgefiihrt, daB zunachst Butter 
siure nach den bei Makrobestimmungen angegebenen Vorschriften oxydiert 
wurde. Das Aceton und Acetaldehyd enthaltende Destillat wurde mit 
frisch gefalltem Ag,O (bereitet aus AgNO, und NaOH und Dekantieren 
und Waschen des Niederschlages) versetzt, langsam am _ RiickfluBkiihle: 
zum Sieden erhitzt, 1/, Stunde in leichtem Sieden erhalten und nach dem 
Abkiihlen das Aceton iiberdestilliert und jodometrisch bestimmt (man 
kann dabei die Butterséureapparatur benutzen, indem man das Dampf 
einleitungsrohr verschlieBt). Man kénnte den Acetaldehyd auch durch 
Kochen mit H,O, und NaOH zerstéren. Tabelle XI gibt Resultate der 
Acetonbestimmungen wieder. 


Tabelle XI. 


Die angegebenen Butterséuremengen wurden unter den bei der jodometri 
schen Makromethode beschriebenen Bedingungen oxydiert, im Destillat 
nach der Acetaldehydzerstérung das Aceton bestimmt. 





eem n/10 Ag NO3 ecm nj/50 Jod- 


r e * 2 g Aceto 7B ‘rsdure 

me Bettorsture | MF AgO- © sung (F=1.185) — "WEangen' —_ erglbt mg Aceton 
9.81 30 11,0 2,52 0,26 
9,81 30 12,4 2.83 0,29 
19,62 50 23,2 5,31 0,27 
19,62 50 22,8 5,21 0,27 
23,82 50 29,0 6,65 0,28 
39,24 70 45,7 10,47 0,27 
39,24 70 45.6 10,44 0,27 
39,24 70 43,8 10,04 0,26 
39,24 70 43,8 10,04 0,26 
49,05 100 57,5 18,2 0,27 
49,05 100 57,0 13,0 0,27 
49,05 190 59,5 13,6 0,28 
49,05 100 59,0 13,5 0,28 


Die Acetonausbeute erwies sich in den Grenzen, die schon fiir die 
Makrojodmethode erkanat wurden, so konstant, daB sie zur Basis einer 
Methodik fiir den quantitativen Butterséiurenachweis benutzt werden 
konnte. Es entsprechen I mg Butterséiure 0,27 mg Aceton bzw. 1 ccm 
n/50 Jodlésung 0,72 mg Butterséure. 

In Gemischen mit Propionsiure wird Butterséure wie folgt bestimmt. 
Erst ermittelt man auf Grund einer Titration der Gesamtséuren (mit 
NaOH gegen Phenolphthalein) die anzuwendende Menge von 3 °oigem H,Q,. 
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Die Saéure wird als Butterséure berechnet und pro 10 mg dieser 1 cem H,O, 
genommen. Zur Oxydation des entstandenen Acetaldehyds wird die aus 
100cem n/10 AgNO, durch NaOH gefallte Silberoxydmenge geniigen. 
Die Acetonbestimmung erfolgt wie oben im Destillat. Tabelle XII zeigt 
Resultate einiger Versuche, die Berechnung erfolgte unter Anwendung 
eines Butterséurewertes von 0,72 mg pro cem n/50 JKJ. 


Tabelle XII. 


Die angegebenen Butter- und Propionséiuremengen wurden mit 3 cem 

Eisenschwefelséure, 3 °Gigem H,O, (fiir je 10 mg Gesamtsaure 1 cem 3 °,iges 

H,O,,), nach dem schon beschriebenen makrojodometrischen Verfahren 
oxydiert und im Destillat die Acetonbestimmung durchgefiihrt. 





Genommen eem n/10 AgNO, Verbraucht 





cee a Pty se Pe 50 JKJ Gefunden 
mg Buttersiure mg Propionsiure Doreitins ye aes mg Buttersiure 
4,90 50 50 5,25 4,4 
4,90 50 50 5 32 4,5 
9,81 10 50 11,1 9,4 
9,81 10 50 11,2 9,5 
9,81 20 70 11,4 9,7 
9,81 20 70 11,95 10, 
9,81 20 70 11,85 10,0 
19,62 20 70 21,9 18,6 
19,62 50 70 21,1 17,9 
19,62 50 70 21.0 17,8 
49,05 10 100 54,5 46,0 
49,05 10 100 58,3 49.6 


Die Resultate kénnen als brauchbar bezeichnet werden, nur nimmt 
die Methode wegen der doppelten Destillation viel Zeit in Anspruch. Man 
wird sich deshalb meistens der Mikromethode bedienen und die zu_ be- 
stimmenden Butterséiurelésungen entsprechend verdiinnen. 


4. Milchsdure. 

Milchséure gibt bei unserer Oxydation nur wenig aldehydartige 
Produkte. Immerhin aber noch so viel, daB sie durch das Auftreten 
von grauen Triibungen den Nachweis geringster Buttersiuremengen 
stéren kénnten. Fiihrt man die Oxydation in App. III aus, so bleiben 
diese Triibungen aus, da die Aldehyde durch siedende NaOH zerstért 
werden. Auch durch die Redestillation werden die stérenden Aldehyde 
zerstért, das vorgelegte SWR. bleibt unverandert, deshalb schadet die 
Anwesenheit von Milchsiure bei der Mikrobutterséiurebestimmung 
nicht. Bei der makrojodometrischen Bestimmung stéren Milchsaure- 
mengen, die 50 mg nicht iibersteigen, nicht. Die geringe Aldehyd- 
bildung bedeutet nicht viel fiir das Resultat. Ist viel Milchsaure an- 
wesend, miissen die Aldehyde zerstért werden, um aus dem iiberbleiben- 
den Aceton die Buttersiure quantitativ zu bestimmen (s. bei der Pro- 
pionsaure). 
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Tabelle XIII. 
Ansatz: Milchséure wie angegeben, 3 cem Eisenschwefelsaure, 1 cem H,0O,, 
oxydiert (App. I) und redestilliert (App. III) nach Zusatz von 5 eem H,O,. 





Milchsaure (0eF SWR. nach der 
ae SWR. nach der Oxydation Redestillation 
5 Zunichst negativ, dann graue Opaleszenz — 
10 a - ks q " oe 
50 Zunachst negativ, dann graue Triibung - 
100 ss = x : . aie 


GroBe Mengen von Milchséure (100 mg und mehr) geben sich dadurch 
kund, daB die Fliissigkeit bei der Oxydation und Destillation stark schaumt, 
so da8 das Arbeiten mit solchen Mengen fast unméglich wird. 


Tabelle XIV. 
Ansatz: Milchséure und Buttersiure wie angegeben, 3 ccm Eisenschwefel- 
siiure, H,O,, oxydiert in App. I und die Butterséure mikrometrisch bestimmt. 





cem HO» Milchsdure Buttersdure Buttersiure 
zur Oxydation mg mg gefunden 
| 
1 10 0,02 Quantitativ 
1 10 | 0,1 r 
1 10 | 0,5 3 
5 10 1,0 ” 
5 20 1,0 $ 
1 50 | 0,05 . 
1 50 | 0,1 . 
5 50 1,0 a 


Der allgemeine Analysengang bei Anwesenheit der Ameisen-, Essig-, Propion- 
und Milchsiure. 

Die Buttersiure wird zunachst von stérenden Beimengungen durch 
Destillation bzw. Atherextraktion verbunden mit Destillation isoliert. 
Handelt es sich um Bestimmung von Hundertstel mg Buttersaure, so 
diirfen keine Korkstopfen verwendet werden, gereinigter Ather ist 
notwendig. 

Zuerst wird ein Leerversuch mit den Reagenzien angestellt (Oxy- 
dation von 3ccm Eisenschwefelsiure und 5cem H,O,). Das SWR. 
soll unverindert bleiben, sonst ist vom Resultat der Leerwert abzu- 
ziehen. 

Die auf Buttersiure zu untersuchende Lésung, deren Volumen 
méglichst 5ccem nicht iibersteigen soll, darf keine Iso- und f-Oxy- 
buttersaure enthalten. Der Arbeitsgang bei Anwesenheit dieser Sauren 
wird in der naéchsten Mitteilung beschrieben. Der Gesamtsauregehalt 
der Probe, ausgedriickt als Buttersiure, soll zweckmaBig 100 mg nicht 
iiberschreiten (= 10 cem n/10 NaOH). 
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Die Probe kommt in das Probierglas A der App. I, wird mit 3 cem 
Eisenschwefelsaure und 5cem H,O, versetzt und oxydiert, wie wir 
schon beim qualitativen Nachweis beschrieben haben. Bleibt das vor- 
gelegte SWR. unverandert, so ist Buttersaure nicht vorhanden. Triibt 
sich das Reagens, so kann Buttersiure zwar vorhanden sein, es kénnte 
aber eine weibe Triibung auch durch Propionsaure, eine graue durch 
Propion-, Milch- oder groBe Essigsiuremengen bedingt sein. Um das 
zu entscheiden, versetzt man das Destillat (SWR. mit der erhaltenen 
Triibung) mit 5 cem H,O, und redestilliert in der App. III. Ist Butter- 
siure vorhanden, so erscheint im SWR. eine weiBe Triibung, Nieder- 
schlag oder blaue Opaleszenz. Durch erneute Zugabe von 5 ccm H,O, 
und zweite Redestillation wird die Butterséure sofort im AnschluB an 
den qualitativen Nachweis quantitativ bestimmt. Bei Vorhandensein 
einer Opaleszenz wird das SWR. vorgelegt und die Bestimmung erfolgt 
nephelometrisch, bei Triibung und Niederschlag wird eine geniigende 
Menge alkalischer Jodlésung vorgelegt und die Butterséiure mikro- 
jodometrisch bestimmt. 

Ergeben sich Mengen iiber 5 mg, so muB die Bestimmung wiederholt 
werden, indem man entsprechend weniger von der Probe nimmt oder 
die makrojodometrische Bestimmung, wie sie unter Propionsaure be- 
schrieben ist, ausfihrt. 


Zusammenfassung. 


Auf dem Prinzip der Uberfiihrung der Butterséure in Aceton wurde 
eine Methode ausgearbeitet, die es erméglicht, Buttersaure bis 0,005 mg 
qualitativ und quantitativ zu bestimmen. 

Es wurde der Arbeitsgang fiir die gleichzeitige Anwesenheit der 
fliichtigen Fettsiuren C, bis C, ausgearbeitet. 
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Uber die Synthese von Aminosiuren durch Hefen. 
II. Mitteilung: 
Isolierung von Alanin. 
Von 
Claude Fromageot und Pierre Desnuelle. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Lyon. ) 


(Eingegangen am 15. Juli 1934.) 


In einer friiheren Arbeit! konnten wir zeigen, daB Hefen unter 
geeigneten Bedingungen die Fahigkeit haben, im Verlauf der alkoholi- 
schen Garung Alanin zu synthetisieren. Da es wichtig schien, die Be- 
ziehungen zwischen Abbau und Synthese und vor allem diejenigen, die 
zur Synthese des Alanins ftihrten, klarzulegen, haben wir das Studium 
dieser Synthese fortgesetzt. Eines der Ziele unserer Arbeit war, den 
Einwand entscheidend zu widerlegen, daB die Bildung der Amino- 
sauren in dem Géarungsmilieu der Hydrolyse der Hefezellen zuzu- 
schreiben sei; des weiteren galt es, eine Anzahl Versuchsmethoden zu 
studieren, welche spater von Nutzen sein konnten, um das Problem 
der Synthese anderer Aminosduren in Angriff zu nehmen. Die im 
Verlauf dieser Arbeit ausgefiihrten Versuche sind ein neuer Beweis 
fiir die Giltigkeit der folgenden Reaktion: 

CH, .CO.COOH + NH, + Garungswasserstoff = CH, .CH .(NH,) 
.COOH + H,0. 

Sie sind ahnlich denen, die wir bereits im einzelnen veréffentlicht haben. 

In gewissen Punkten unterscheiden sie sich aber von den friiheren: 

einmal durch ihre kiirzere Dauer (48 statt 90 Stunden), und ferner 

dadurch, daB sie mehrfach mit verschiedenen Oberheferassen (saimtliche 

von der Fabrik Saint Ouen L’Auméne) wiederholt worden sind. 

Wir legen nun kurz die Methode dar, die wir in den folgenden 
Versuchen angewandt haben. 

Man setzt drei Garflaschen zu je 5 Liter folgendermaBen an: In jede 
der Flaschen bringt man 2000cem Wasser (37°), 200g Oberhefe und 
400 g Saccharose; wenn die Garung einmal begonnen hat, werden dem 
Ansatz | vorsichtig 150 cem 2n NH,-Lésung und 100 cem n brenztrauben- 
saures Ammonium zugefiigt. In die Flasche Nr. 2 dagegen wird dieselbe 
Menge NH,-Lésung und 100cem Wasser und in Flasche Nr. 3 150 cem 
2n NaOQH-Lésung und 100 cem Wasser zugegeben. 

Die drei Flaschen werden bei 28° in den Brutschrank gestellt. Nach 
24 Stunden entnimmt man jeder Flasche 25 cem, zentrifugiert diese Proben 


1 Bull. Soe. chim. 58, 541, 1933. 
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und bestimmt in 20 cem klarer Lésung eventuell vorhandene Aminoséuren 
nach Sérensen (Tabelle I), nachdem man vorher auf méglicherweise vor- 
handene Brenztraubenséiure und Saccharose gepriift hat. 

Nach 24 Stunden Vergiirung setzt man zu jedem der drei Ansitze 
200g Zucker. AuBerdem gibt man in die Flaschen Nr. 1 und 2 50cem 
2n NH,-Lésung und in Nr. 3 50cem 2n Natronlauge; man laBt sie von 
neuem 24 Stunden im Brutschrank und fiihrt dann eine zweite Amino- 
siurebestimmung aus (Tabelle I). Aus dem Saft wird die Aminosiure 
extrahiert. 


Tabelle I. 


Aminosauren in 20cem. (Ausgedriickt in Millimol 107!.) 





1 2 3 
Zu Beginn ..... 0,0 0,0 0.0 
Nach 24 Stunden .. 1,0 0,4 0,0 
» 48 i Geet 1,9 0,75 0,0 


Es ist nétig hier zu bemerken, daB: 

1. die Flaschen, die zur Serie 3 gehéren, was Form, Volumen usw. 
betrifft, identisch mit denen sein miissen, die man mit Ammoniak be- 
schickt hat (1 und 2). Wir haben tatsachlich beobachtet, daB Verschieden- 
heiten von Form und Volumen merkbare Unterschiede im Verlauf der 
Garung hervorriefen; 

2. die Versuche nach 48 Stunden unterbrochen werden. In den Ver- 
gleichsversuchen (Serie 3) konnte nie Aminoséure in meBbaren Mengen 
nachgewiesen werden. 

3. die Versuche mit verschiedenen Oberheferassen wiederholt wurden. 
Man erhalt hierbei vollkommen vergleichbare Resultate. 


A. Isolierung des Alanins als §-Naphthalinsulfo-verbindung. 


a) In den Flaschen der Serie 1, die Brenztraubensdure und Ammoniak 
enthalten. 

Die genaue Beschreibung des Verfahrens zur Isolierung des Alanins 
als /-Naphthalinsulfo-verbindung ist friiher gegeben worden, wir kommen 
darauf hier nicht weiter zuriick. Bei Isolierung der Aminosaure fiel ein 
sehr gut kristallisiertes Derivat der /-Naphthalinsulfosiure an. Die ver- 
schiedenen, im Laufe der Versuche erhaltenen Proben schmelzen, auf Ton 
getrocknet, bei 59 bis 60° (nicht korr.) ohne Zersetzung. 

0,0544 g Substanz bei 100° und '/, mm Hg getrocknet, verlieren 0,0058 g. 

C,3H,;0,NS,2H,O. Ber.: H,O = 11,4%; 
gef.: H,O = 10,6% 

Analyse der bei 100° und '/,mm Hg getrockneten Substanz. 

2,703 mg Substanz: 5,540 mg CO,, 1,145 mg H,O; 3,822 mg Substanz: 
0,197 cem N, (747 mm, 23°); 2,857 mg Substanz: 2,370 mg BaSOy,. 

C,3H,,0,NS. Ber.: C = 55,9, H = 4,66, N = 5,01, S = 11,46%; 

(MG. = 279) gef.: C = 55,8, H = 4,69, N = 5,63, S = 11,37 %. 
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Bestimmung der Drehung. 

Um eine sichere Basis bei dem Studium der Drehungen der aus der 
Garung erhaltenen Stoffe zu haben, haben wir diese (fiir verschiedene 
Wellenlaingen) verglichen mit der aus einer Probe 1(+ )-Alanin, deren Rein- 
heit wir festgestellt haben, dargestellten /-Naphthalinsulfoverbindung. 

Aus Tabelle II sind die erhaltenen Resultate zu ersehen. 


Tabelle II. 





Wellenlange Ey a se od oil 2 lowe ian 3 i bd 
(A) & [a]? & {a}? @ [@}]20 “ «@}?0 
6907 (rot) — 0,82 | — 13,79, — 0,75; — 34,69, — 0,52 |- 11,38 °%) — — 
5780 (gelb) — 1,05 | — 17, 


7 
7 —094 - 434 —0,81 —17,65 —0,95)| — 438,2° 
5461 (grin) —1,19' -— 20,1 -—1,12 - 51,6 —0,94 -204 \-1,12| -—5 
4358 (violett) —2,20 -— 37,2 —219 —101,0 -— 1,78 — 38,9 — — 


Die Messungen sind mit verschiedenen Linien der Quecksilberdampf- 
lampe ausgefiihrt. Alle Konzentrationen beziehen sich auf die wasserfreie 
Substanz (C,,H,,0,N 8). 

1. $-Naphthalinsulfo-l(+)-alanin in alkoholischer Lésung  (/ 7 
c = 5,92%). 

2. #-Naphthalinsulfo-l(+)-alanin in nNaOH (l= 1, ¢ = 2,17%). 

3. (-Naphthalinsulfoverbindung der aus Ansatz 1 extrahierten Amino- 
siure in alkoholischer Lésung (J = 1, ¢ = 4,58%). 

4. $-Naphthalinsulfoverbindung der aus Ansatz 2 extrahierten Amino- 
siure in n NaOH (1 = 1, c = 2,20%). 

Was die Spalten 3 und 4 betrifft, so sind die im Rot und Violett er- 
haltenen Drehungen nur Naherungswerte, da die geringe Empfindlichkeit 
des Auges gegen diese Farben und die leichte Gelbfarbung der Lésungen 
die Schwierigkeiten des Ablesens vergr6Bern. 

Tabelle II zeigt, daB die Ubereinstimmung zwischen den Zahlen der 
Spalten 1 und 3 einerseits und 2 und 4 andererseits durchaus befriedigend ist. 

Ebenso bestatigen die Analysenresultate und die gemessenen Drehungen 
die Tatsache, daB die im Verlauf der Garung erzeugte Aminosaure unter 
den Bedingungen, die wir eingehalten haben, wirklich 1(+ )-Alanin ist. 


Anmerkung. 


1. In unserer ersten Arbeit hatten wir als Drehung des ,,Hydrates der 
/-Naphthalinsulfoverbindung des Alanins** in alkoholischer Lésung — 8,0° 
gefunden, woraus sich auf wasserfreie Substanz umgerechnet ein Winkel 
von — 9,4° ergibt (A = 5461). Der Unterschied zwischen dieser Zahl und 
der nun gefundenen (— 20,1°) erklart sich durch die Tatsache, daB die 
Probe, mit der wir friiher gearbeitet hatten, zufallig einer ziemlich starken 
Temperatursteigerung ausgesetzt worden war; dabei hatte augenscheinlich 
eine teilweise Racemisierung der Substanz stattgefunden. 2. Wir fanden 
in der Literatur nur folgende Angaben iiber die Drehung des /-Naphthalin- 
sulfoalanins. Nach M.0O. Forster und H. E. Fierz' ist [a]p fiir diese Ver- 
bindung in n Natronlauge — 50,6°. Diese Zahl untérscheidet sich wesentlich 


1 J. Chem. Soc. 93, 1859, 1908. 
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von der von uns gefundenen. Aber bei der GleichmaBigkeit unserer jetzigen 
Resultate, die wir mit mehreren Proben verschiedenen Ursprungs erhalten 
haben, diirfen wir annehmen, daB unsere Ergebnisse exakt sind. 


b) Isolierung des Alanins als }-Naphthalinsulfoverbindung in den Ansdtzen 2. 


Die Versuche zeigen, daB in den Garflaschen, denen man Ammoniak, 
aber keine Brenztraubensaéure zugesetzt hat, eine gewisse Menge Aminosiiure 
auftritt. Sie ist immer geringer als die, die man in den Flaschen 1] beob- 
achtet, doch ist sie nichtsdestoweniger betrachtlich. Wir haben bereits 
vorhin erwahnt, daB es sich hierbei wahrscheinlich auch um Alanin handelt. 
Es schien uns interessant, cies durch Versuche zu beweisen. Zu diesem 
Zwecke haben wir die Flaschen 2 genau so aufgearbeitet wie die Flaschen 1. 
Wir haben auf diese Weise Kristalle eines Derivates der /-Naphthalinsulfo- 
siure gewonnen (F'p. 60°), deren Analyse und Drehung (Tabelle II, Spalte 4) 
auch hier die vollkommene Ubereinstimmung mit dem aus 1(-+ )-Alanin 
dargestellten Derivat beweisen. 

Diese Resultate bringen u.a. eine neue Methode zur Isolierung der 
wahrend der Garung gebildeten Brenztraubensaéure: ein Teil dieser unter 
den eingehaltenen Bedingungen erzeugten Brenztraubensaure ist in Form 
von Alanin isolierbar. 

0,0464 g Substanz bei 100° und !/, mm Hg getrocknet, verlieren 0,0052 g. 

C,,;H,,0,, NS, 2H,O. Ber.: H,O = 11,4%; 

gef.: H,O = 11,2%, 

Analyse der bei 100° und !/, mm Hg getrockneten Substanz. 

2,526 mg Substanz: 5,150 mg CO,, 1,130 mg H,O; 3,504 mg Substanz: 
0,175 cem N, (747 mm, 22°); 2,240 mg Substanz: 1,795 mg BaSQ,. 

C,,H,,0,NS. Ber.: C = 55,9%, H = 4,66%, N = 5,01%, S = 11,46%; 
(MG. = 279). gef.: C = 55,6%, H = 4,90%, N = 5,52%, S = 11,0%. 

In allen vorangegangenen Versuchen kommt man leicht zu einem 
kristallisierten Derivat der 8-Naphthalinsulfosaure. Die vorgenommenen 
Operationen kénnen in keiner Weise die AusschlieBung irgend einer 
Aminoséure verursachen, Glykokoll ausgenommen, das sich jedoch 
durch die Unléslichkeit des Bariumsalzes seiner /-Naphthalinsulfo- 
verbindung ausfillen lieBe. Wir haben uns durch mehrmalige Wieder- 
holung versichert, da8 keine Spur von Glykokoll auf diese Art nachzu- 
weisen ist. Andererseits zeigen die Versuche, auf die wir spater zuriick- 
kommen werden, daB, wenn eine oder mehrere andere Aminosduren 
vorhanden sind, die Mischung der schlieBlich erhaltenen /-Naphthalin- 
sulfoverbindungen 6lig bleibt und keine Trennung zulaBt. Es geht 
daraus hervor, da es einzig und allein Alanin sein kann, das wahrend 
der Garung entstanden ist. 

Die Abtrennung nur einer Aminosaure bestatigt die Tatsache, dab 
diese nicht aus einer Hydrolyse der Hefezellen stammen kann. Tatsach- 
lich miiBte diese Hydrolyse nicht nur eine Aminosaure ergeben, sondern 
eine Mischung mehrerer dieser Sauren. Wir glauben dies angesichts dieser 
Tatsachen und der folgenden als bewiesen ansehen zu kénnen. Alle 
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Versuche, die zur Serie 3 gehdren, enthalten namlich niemals die ge- 
ringste Spur Aminosaure. Das extrahierte Alanin ist daher durch 
Svnthese wahrend der Garung erzeugt worden. 


B. Isolierung von Alanin als Kupfersalz. 


Es schien uns interessant, das Alanin auch in einer anderen Form als 
der seines /-Naphthalinsulfoderivates zu isolieren. Wir haben uns dazu 
seines Kupfersalzes bedient. Dieser Versuch ist in mancherlei Hinsicht 
von Interesse. Vor allem ergibt er eine Bestaétigung der vorangegangenen 
Ergebnisse. Ferner wird eine andere Isolierungsmethode angewandt, bei 
der die Aminosaure nicht an ein so groBes Molekiil gebunden ist. Die Fehler- 
quellen, besonders vom analytischen Standpunkt aus gesehen, werden aut 
diese Weise vermindert. AuBerdem erlaubt die Ausfallung des Alanins als 
Kupfersalz eine Technik zu studieren, die man eventuell fiir die Abtrennung 
anderer Aminosiuren verwenden kann, besonders in den Fallen, in denen 
man es mit einem Gemisch von Aminosaéuren zu tun hat. 

Wir werden uns hier jedoch nur mits der Abscheidung des Alanins, das 
aus den Ansétzen der Serie 1 gewonnen wurde, befassen. 

Nach 48 Stunden Garung wird Ansatz 1 in der folgenden Weise aut- 
gearbeitet: Man zentrifugiert. Die erhaltene Fliissigkeit wird durch Zusatz 
von 400 cem 10% ige Salzsiure und 100cem 5°%%ige Sublimatlésung (auf 
2 Liter Fliissigkeit) geklart. Man laBt sie 12 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen, filtriert, fallt tiberschiissiges Quecksilber mit H,S und kommt 
nach erneutem Filtrieren zu einer vollstandig klaren und farblosen Fliissig- 
keit. Geléster H,S wird mittels Luftdurchleiten verdrangt. 

Man engt im Vakuum bei 40° die stark saure Fliissigkeit ein. Wenn 
die Halfte verdampft ist, bringt man die Fliissigkeit mit der berechneten 
Menge Natronlauge auf schwach saure Reaktion (gegen Lackmus). Dann 
fiigt man Lithiumearbonat im Uberschu8 zu und treibt vorhandenes 
Ammoniak dureh Vakuumdestillation aus. Wenn das Nesslersche Reagens 
kein Ammoniak mehr anzeigt, filtriert man, um iiberschiissiges Lithium- 
carbonat und Natriumchlorid zu entfernen, welches wahrend der Ein- 
engung ausfallt. 

Es ist unerlaBlich, groBe Menge Chlorid, die in der Lésung verbleibt, 
zu entfernen. Zu diesem Zwecke behandelt man die Fliissigkeit mit 
einer gesattigten heiBen Bleiacetatlésung, bis eine filtrierte und an- 
gesiuerte Probe der Fliissigkeit mit dem Fallungsmittel keinen Nieder- 
schlag mehr gibt. Man filtriert vom niedergeschlagenen Bleichlorid ab und 
entfernt den BleiiiberschuB durch Schwefelwasserstoff, der schlieBlich nach 
dem Filtrieren durch Luft verdringt wird. 

Der so gewonnene leicht gelbliche Extrakt enthalt noch eine groBe 
Menge Essigsaure, teils frei, teils in Form von Natriumacetat. Es ist not- 
wendig, diese Saure soweit wie méglich zu entfernen. Im Verlauf der Aus- 
fallung der Aminoséuren als Quecksilberverbindung steigern zu grofbe 
Mengen Natriumacetat die Dichte und Viskositaét der Fliissigkeit so be- 
trachtlich, daB eine Scheidung durch Filtrieren oder Zentrifugieren un- 
méglich gemacht wird. 

Um die Essigséiure zu entfernen, fiigt man Schwefelséure bis zur kongo- 
sauren Reaktion zu. Dann treibt man die Essigséure im Vakuum durch 
Wasserdampf aus, und zwar destilliert man ungefihr die zehnfache Menge 
der urspriinglichen Fliissigkeit tiber. Man fallt hiernach die Schwefelséure 
mit der berechneten Menge Baryt und filtriert. Der Baryt macht in der 
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Lésung eine gewisse Menge Natronlauge frei, die man durch Einleiten von 
CO, neutralisiert. 

Durch Vakuumdestillation verwandelt man das so gebildete Bicarbonat 
in Carbonat, gleichzeitig wird auf diese Weise die Lésung, deren Volumen 
schlieBlich 250 bis 300 cem erreicht, konzentriert. Man schlagt nun die 
Aminosaure nach der Methode von Neuberg nieder, die auf der Anwendung 
von Quecksilberacetat in Gegenwart von Natriumearbonat beruht. Der 
Niederschlag wird durch Zentrifugieren abgetrennt (Niederschlag 1). 

Zu der so geklarten Fliissigkeit setzt man die fiinffache Menge Alkohol 
und zentrifugiert den Niederschlag ab (Niederschlag 2). Nachdem man 
schlieBlich die klare, alkoholische Lésung 2 Stunden lang bei 0° sich selbst 
iiberlassen hat, fallt ein dritter Niederschlag an, den man, wie die beiden 
ersten, abtrennt (Niederschlag 3). 

Die drei Fallungen werden sorgfaltig gewaschen, die erste mit Wasser, 
die beiden anderen mit 50° ,igem Alkohol. Jeder dieser Niederschlage 
wird dann in Wasser suspendiert, mit H,S in schwefelsaurer Lésung zerlegt 
und in den drei auf diese Weise erhaltenen Lésungen die Aminosaure be- 
stimmt. Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt, daB 90°, der Aminosaure 
sich in der Fliissigkeit befindet, die von Niederschlag 2 herriihrt. 

Diese Fliissigkeit, die auBer der Aminoséure noch Schwefelséiure und 
eine gewisse Menge Chlorid enthalt, wird so lange mit Silberearbonat bis 
zur vollkommenen Entfernung des gelésten Chlorids verrieben, als die 
verbleibende Lésung noch kongosauer ist. Auf diese Weise verhindert 
man die eventuelle Bildung des Silbersalzes der Aminosiiuren. Nach dem 
Filtrieren entfernt man das Silber durch H,S und die Schwefelséure mit 
der berechneten Menge Baryt. Man kommt so zu einer farblosen, durch- 
sichtigen Fliissigkeit, in der nun die gesuchte Aminosaure bestimmt werden 
kann. Man konzentriert die L6sung bis die ersten Kristalle ausfallen, fiigt 
dann frisch gefalltes neutrales Kupferoxyd zu und erhitzt '/, Stunde auf 
dem Wasserbad. Man filtriert heiB, wascht den Niederschlag mehrmals 
mit heiBem Wasser, bis das Waschwasser farblos ist. Das Filtrat, welches 
das Kupfersalz der Aminosiure enthalt, ist dunkelblau. 

Wir konnten immer feststellen, daB eine gewisse Menge Kupfer sich 
als anorganischer Komplex in Lésung befindet (der Mechanismus dieses 
Vorganges ist uns unbekannt). “#Seine Gegenwart verhindert jedoch die 
Kristallisation des Kupfersalzes der Aminosiure. Um diesen Komplex 
so vollkommen wie moéglich zu entfernen, sind wir folgendermaBen vor- 
gegangen: Man gibt zu der blauen Fliissigkeit das Drei- bis Vierfache ihres 
Volumens Alkohol und filtriert, um niedergeschlagenes Kupferoxyd abzu- 
trennen. Im Filtrat fallt man das Kupfersalz der Aminosaéure mit der vier- 
bis fiinffachen Menge Ather in blauen Flocken aus. Man zentrifugiert 
ab. Dabei stellten wir fest, daB sich zwei Schichten in den Zentrifugen- 
bechern gebildet haben, deren untere aus Kupferverunreinigungen besteht, 
deren Natur wir nicht kennen. 

Durch fraktionierte Zentrifugierung in passenden Bechern erreicht 
man die Trennung dieses griinen Riickstandes von dem blaugriinen Kupfer- 
salz der Aminosaéure. Es wird mehrmals mit absolutem Alkohol, schlieBlich 
mit absolutem Ather gewaschen und bei 100° im Vakuum ('/,mm Hg) 
getrocknet. Man bekommt so 0,15 bis 0,20 ¢ eines blauen Pulvers. 

Wir haben das Kupfer nach der Mikromethode von EF. Abderhalden 
und §. Schnitzler! und den Stickstoff nach der Mikromethode von Kjeldahl 
quantitativ bestimmt. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 163, 95, 1927. 
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a) Kupferanalyse. 6,857 mg Substanz: 5,80 cem 0,00485n Na,S8,0O,; 
4,120 mg Substanz: 3,48 cem 0,00485 n Na,S,O,. 

b) Stickstoffanalyse. 7,300 mg Substanz: 6,27 cem 0,0098 n H,SO,; 
6,590 mg Substanz: 5,59 eem 0,0098 n H,SQ,. 

(CH,CH(NH,)COO),Cu. Ber.: Cu = 26,6%, N 11,68 %; 

(MG. 239,6) gef.: Cu = 26,1%; N = 11,77%, 
Cu = 26,1%, N 11,64 %. 
Drehung. 

[aot = + 7,4° (a + 0,349,2 = 1,c = 4,58 % in 10 %iger Salzsaure. 

Die beobachtete Drehung (+ 7,4°) ist wesentlich kleiner als die des 
Chlorhydrats des 1(+-)-Alanins (10,4°). Wir schreiben diese Tatsache einer 
teilweisen Racemisierung des Alanins zu, die wohl die Behandlung mit 
Kupferoxyd auf dem Wasserbad verursacht hat, bei der das Alanin in 
basischer Lésung stark erhitzt wurde. 

Diese Ergebnisse bestatigen somit die vorhergehenden und zeigen 
auBerdem, daB auch unter diesen Umstanden nur Alanin isoliert werden 
kann. Da die eben besprochene Methode ohne Anderung zur Abscheidung 
aller Aminoséiuren benutzt werden kann, sind wir berechtigt anzunehmen, 
daB sich unter den gegebenen Verhaltnissen keine Aminosaure auBer Alanin 
gebildet hat. AuBerdem haben die Versuche, bei denen mehrere Amino- 
siuren entstehen, erwiesen, daB die Analyse der Kupfersalze eindeutig 
das Vorhandensein einer Mischung anzeigt. 


Zusammenfassung. 

Die im Verlauf dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse erlauben die 
Feststellung, daB unter den beschriebenen Bedingungen durch eine 
Hydrolyse der Zellen keine Aminosiuren entstehen. Dies bestatigen 
die folgenden Tatsachen: 

1. In allen Fallen enthielten die Vergleichsversuche (Flaschen 3) 
keine Aminosiuren. 2. Wenn man in den Versuchen, die zur Synthese 
des Alanins angesetzt wurden, die Aminosduren isoliert, erhalt man 
stets nur Alanin und keine Mischung von Aminosauren. 

Wir kénnen deshalb sagen, daB die Synthese des 1(-+-)-Alanins 
im Verlauf der alkoholischen Garung durch einen Mechanismus erfolgt, 
der in der Reduktion der Mischung Brenztraubensdéure -+- Ammoniak 
besteht. Mit zwei Methoden ist die Abscheidung des Alanins méglich. 


° 
Wir danken der Rockefeller Foundation fiir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit. 
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Uber die Bildung von Harnstoff 
aus Pepton durch verschiedene Schimmelpilze. 


Von 
Tadeusz Chrzaszez und Mikolaj Zakomorny. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1954.) 


Harnstoff und Ammoniak sind bekanntlich die einfachsten Produkte 
des biochemischen EiweiBabbaues. Durch Bestimmung dieser Ver- 
bindungen versuchten viele Autoren, die Schnelligkeit und _ teilweise 
auch den Chemismus des EiweiBabbaues im tierischen und pflanzlichen 
Organismus zu kléren. Unsere mit zahlreichen, besonders der Gattung 
Penicillium angehérenden Schimmelpilzen durchgefiihrten Unter- 
suchungen haben gezeigt!, daB deren Fahigkeit, MilcheiweiB abzubauen, 
und die Menge des in der Nahrlésung angehiuften Ammoniaks ein 
individuelles Artmerkmal sind, und da ferner in alten Kulturen die 
Ammoniakmenge gr6Ber ist. Es ist bisher jedoch noch nicht aufgeklart, 
ob die Menge der einzelnen angehauften EiweiBabbauprodukte nur 
eine Funktion des aktiven Organismus ist, oder ob darauf auch die 
Zusammensetzung der Nahrlésung einen Einflu8 ausiibt. 


Eine ganze Reihe von Autoren, die sich mit dem Problem des EiweiB- 
abbaues befaBten, hat nimlich bemerkt, da der in der Nahrlésung vor- 
handene Zucker auf den EiweiBabbau eine abschwachende Wirkung ausiibt ”, 
und man ist der Ansicht, da8 die Ursache dieser Beeintrichtigung die bei 
der Zuckerumbildung sich anhaufenden Sauren sind, welche die Wirkung 
der proteolytischen Enzyme sistieren. Die Untersuchungen von Sears® 
und spater von Glinka-Tschernorutzky* haben jedoch gelehrt, daB eine 
Neutralisierung der gebildeten Saéuren durch zur Nahrlésung hinzugegebenes 
CaCO, den hemmenden Einflu8B des Zuckers nicht verringert. Wichtig 
ist ferner die Feststellung der zuletzt erwahnten Autorin®, daB die Gegenwart 
von Glucose in der Nahrlésung die Aktivitat der intracellularen, proteolyti- 
schen Enzyme nicht schwiacht, was durch Bestimmung von aus Pepton ge- 
bildetem Ammoniak, Aminoséuren und Polypeptiden festgestellt wurde. 
Ahnlich verhalt es sich mit der Anhéufung von Harnstoff durch Schimmel- 


1 TT. Chrzaszcz u. F. Pisula, diese Zeitschr. 266, 29, 1933. — 2 A. Hirsch- 
ler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 306, 1886; W. Auerbach, Arch. f. Hyg. 
31, 311, 1897; Berhaus, ebenda 64, 1, 1908; HE. Marchal, Bull. ? Acad. Seien 
Belgique 25, 727, 1905; K. Boehnke, Zeitschr. f. Hyg. 74, 81, 1912; O. Arn- 
beck, diese Zeitschr. 182, 457, 1922; A. Waksman u. S. Lomanitz, J. agric. 
research. 30, 213, 1925; u. a. — ? H. Sears, J. infect. Dis. 19, 105, 1916. — 
4 H. Glinka-Tschernorutzky, diese Zeitschr. 206, 301, 1928. — ° Ebenda 221, 
111, 1930. 
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pilze, wie zahlreiche Arbeiten von Iwanoff! zeigen. Dieser weist nach, da 
die Anhaéufung von Harnstoff durch die Gegenwart von Zucker in der 
Nahrl6sung geschwacht wird, und erklart dies durch den EinfluB des Zuckers 
auf eine kraftige Vermehrung und Aktivitat der Urease des Mycels. Der 
Autor hat jedoch nicht festgestellt, ob jede beliebige Zuckermenge hemmend 
wirkt und ob lediglich der Zucker diese spezifische, die Anhaéufung des 
Harnstoffs sistierende Substanz ist. 

Aus den oben angefiihrten Griinden handelte es sich fiir uns darum 
festzustellen: 1. ob jede beliebige Zuckermenge auf die Anhaufung von 
Ammoniak und Harnstoff beim EiweiBabbau eine hemmende Wirkung 
austibt, und ob diese Erscheinung allgemein fiir alle Schimmelpilzarten 
in gleichem Mabe auftritt ; 2. ob eine Schwachung der Harnstoffanhaufung 
auch durch die Zwischenprodukte der Umbildung von Zucker zu Citronen- 
siure bewirkt wird, also durch Athylalkohol und Essigsaure; 3. in 
welchem quantitativen Verha]tnis zueinander das angehaufte Ammoniak 
und der angehdufte Harnstoff stehen, ferner ob bei der Anhaufung 
dieser Produkte auch eine soleche von Citronen- und Oxalsaure statt- 
findet und in welchem Grade. 


Experimenteller Teil. 

Zur Untersuchung wurden 16 Schimmelpilzarten verwendet und zwar: 
S Penicillumarten, darunter 5 Séureanhaufer: P. citreo-nigrum, ,,X‘‘ 
Johannioli, roqueforti, camemberti, und 3 Starkebildner?: P. aurifluum, 
Chrzqaszezi und Jenseni, 4 Aspergillusarten: Asp. niger ,,W* (ein kraftiger 
Saureanhaufer), niger ,,S‘‘, flavus oryzae, und oryzae, 2 Mucorarten: M. 
mucedo und spinosus, und ferner Rhizopus nigricans (ein kraftiger Eiweib- 
abbauer) und Dematium pullulans. 

Als Eiweifimaterial wurde Pepton-Witte der Firma Merck verwendet. 

Jede Pilzart wurde in fiinf Erlenmeyer-Kolben von 750 cem Inhalt 
eingeimpft, in welchen sich je 100 ccm sterilisierte, aus wasseriger 2 %iger 
Peptonlésung, 0,1°4 MgSO, und 0,05°4 KH,PO, bestehende Nahrlésung 
befand. Zu dieser Nahrlésung wurden verschiedene Mengen von Zucker 
baw. Ca-Acetat oder Athylalkohol hinzugefiigt. Nach der Beimpfung wurden 
die Kulturen im Thermostaten verschieden lange bei etwa 28°C gehalten, 
und dann der Kolbeninhalt auf folgende Weise untersucht: 

Nach der Trennung des Mycels von der Nahrlésung wurde ersteres 
mit destilliertem Wasser ausgespiilt, dann bei 100 bis 105°C getrocknet 
und gewogen und in der iibriggebliebenen Nahrlésung auf folgende Sub- 
stanzen gepriift: 

Der Harnstoff wurde mit Xanthydrol nach der Methode von Fosse* 
nach Vorbehandlung mit Trichloressigsiure bestimmt und der ausgefallte 
Dixanthylharnstoff auf seinen Stickstoffgehalt nach dem Mikro-Ajeldahl- 
Verfahren untersucht. Dieser Stickstoffgehalt betrug in der untersuchten 
Substanz 6,59 bis 6,679, also fast die theoretische, 6,66°% betragende 
Menge. Ammoniak wurde durch Destillation bei 12 mm Druck und 35°C 


'N. Iwanoff, diese Zeitschr. 157, 227, 1925; 150, 115, 1924; 154, 391, 
1924; u. a. — 2 W. Chrzqaszcz u. D. Tiukow, ebenda 207, 39, 1929; 222, 
243, 1930. — ° R. Fosse, Ann. Inst. Pasteur 30, 1, 1916. 
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mit schwacher Natronlauge bestimmt. Die Citronen- und Oxalsdure wurde 
nach der in friiheren Arbeiten! angegebenen Methode bestimmt. 

Zunichst handelte es sich darum, in einer Peptonnahrlésung ohne 
Zucker die Fahigkeit der verschiedenen Piizarten, Harnstoff und Ammoniak 
anzuhaufen, festzustellen, ferner wurde untersucht, ob auch Citronen- und 
Oxalsiiure unter diesen Verhaltnissen auftreten. Die Untersuchungs 
ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Aus Tabelle I geht hervor, daB auf Peptonnahrlésung ohne Zucke1 
die Schimmelpilzarten sich individuell verschieden, im allgemeinen abe: 
schwach entwickeln. Parallel zum Alterwerden der Kulturen geht 
stufenweise cine immer kraftigere Harnstoff- und Ammoniakanhaufung. 
Die individuellen Unterschiede zwischen den einzelnen Arten hinsichtlich 
der Fahigkeit zur Harnstoffanhaiufung sind sehr groB, tiberdies vom 
Grade der Mycelentwicklung unabhangig. Hinsichtlich der Ammoniak- 
anhaufung dagegen besteht eine gewisse, wenngleich ziemlich lose 
Abhangigkeit in dem Sinne, daB in den meisten Fallen um so melu 
Ammoniak gebildet wurde, je mehr Harnstoff auftrat. Citronensaure 
wurde nicht festgestellt, auch keine Oxalsiure. 

Im weiteren handelte es sich darum festzustellen, wie sich die 
Schimmelpilze auf einer Peptonlésung mit einer minimalen, 0,1°, 
betragenden Zuckerzugabe verhalten. Die Resultate der Unter- 
suchungen bringt Tabelle IT. 


Tabelle II. 
Harnstoffanhaufung durch Schimmelpilze in 2°%iger Pepton- 
lésung + Mineralsalze und 0,1°% Glucose. 




















Nach 5 Tagen Nach 15 Tagen Nach 25 Tagen 
pitart M38 anne MYST warn MTORR MICA ayy | tren | A 
wicht stoff wicht stoff siure  wicht stoff saure niak 
g mg g mg mg g mg mg mg 
Pen. citreo-nigrum 0,09 Spur 0,13 34,5 0,15 52,4 42.0) 
pk se ew w TOD CN POat spar 0,12 Spur 9,1 
» Johannioli. . — 0,0 0,49 72,1 0,49 76,1 42.3 
» roqueforti . . | 0,26 0,0 || 0,12 | 59,8 — | 61,4 _ 
» camemberti . 9,20 0,0 0,41 Spur 0 0,57 Spur 0 _ 
» aurifluum. . 0,06 0,0 019 188) {baw.() 0,19 22,5 ( baw. 19.6 
» Chrzaszezi. . 0,96 Spur 0,2t 41,2 (Spu-( 0,21 | 48,7 (Spu-}) 27,1 
» denseni. . . 0,05) 4,t | 0,12 | 59,8 |] ren — 614 | ren - 
Asp. niger ,W* . | 0,18; 0,0 | 0.47 ; 49,1 — 59,6 47,5 
, niger ,S“ .. 0,03 0.0 909 0,0 0,10 24.2 16.4 
» flavus oryzae — | 0,0 | 0,08 |Spur 0,98 14,6 — 
» oryzae ... | 0,61 | 6,3 || 0,08 | 14,5 0,09 48,9 11,9 
M. mucedo. .. . sehr schwache Entwicklung 
M. spinosus . . . 0,06! 0,0 0,21 | 36,5 0 0,22 | 61,4 0 20,3 
Rhizopus nigricans 0,14 Spur 0,31 , 79,5 0 0,382 79,9 0 32,5 


Dematium pullulans 0,08 Spur 0,14 41,8 0 0,17 52,6 0 — 


1 7. Chrzaszcz u. M.Zakomorny, diese Zeitschr. 259, 156, 1932. 
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Aus den Untersuchungen geht hervor, daB ahnlich wie in der 
Nahrlésung ohne Zucker eine Anhaiufung von gréBeren Harnstoff- 
und Ammoniakmengen erst nach 15, am meisten nach etwa 25 Tagen, 
also in alteren Kulturen, stattfindet. Das Mycel ist hier kraftiger, auch 
Sauren treten in sehr geringer Menge auf. Die Individualitét der Pilz 
arten tritt kraftiger hervor. 


Kin Zusatz von 1°, Glucose zur Nahrlésung hat eine kraftigere 
Mycelentwicklung zur Folge. Bei gewissen Pilzarten vermehrt sich dic 
Harnstoffanhaufung, bei der Mehrzahl wird die Harnstoff- und Ammo 
niakanhaufung jedoch schwacher, auch eine kleine Saéuremenge wird 
gebildet; bei allen diesen Erscheinungen tritt jedoch stets die Indivi- 
dualitat der einzelnen Schimmelpilzarten in deren Verhalten kraftig 
hervor. 


Ein Zusatz von 5°, Zucker hat eine sehr bedeutende Verminderung 
der Harnstoffanhiufung zur Folge. Bei einer Reihe von Pilzarten 
tritt diese iiberhaupt nicht mehr auf. Die Ammoniakanhaufung dagegen 
ist bedeutend angewachsen und nahert sich der in der Nahrlésung ohne 
Zucker festgestellten Menge. Séuren treten schon bei zahlreicheren 
Pilzarten und dort in etwas gréBerer Menge auf; die Gegenwart von 
Citronensaure konnte nachgewiesen werden. Die angehauften Saure- 
mengen stehen in keinem Verhialtnis zur angehéuften Harnstoff- oder 
Ammoniakmenge. 


In der Nahrlésung mit 10°, Glucosezusatz ist die Fahigkeit, 
Harnstoff anzuhaufen, schlieBlich ganz verschwunden, die Fahigkeit, 
Sauren anzuhaufen, tritt dagegen hervor. 


Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen wurde einerseits 
der Einflu8 von Athylalkohol, andererseits der von Essigsaure festgestellt. 
die beide zur Nahrlésung in Mengen von 0,1, 1 und 5°, zugegeben 
wurden. Die Ergebnisse bringt Tabelle V. 


Aus der Tabelle V geht hervor, da® eine Zugabe von Athyl- 
alkohol bzw. von Essigsaure zur Nahrlésung auf die Pilz- 
entwicklung einen positiven Einflu8 hat, daB dagegen die Anhaufung 
von Harnstoff und Ammoniak in starkerem Make geschwacht wird, 
als dies durch die Zugabe einer aquivalenten Zuckermenge der 
Fall ist. Die Wirkung des Athylalkohols ist in dieser Hinsicht 
energischer als diejenige der Essigsiure. Gleichzeitig treten Sauren 
auf, wenn auch in geringer Menge. Bei einer Zugabe von 5 
Athylalkohol bzw. Ca-Acetat ist die Harnstoffanhaufung vollstandig 
aufgehoben, Citronen- und Oxalséure dagegen haufen sich schon 


reichlicher an. 
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Besprechung der Ergebnisse. 


Aus den durchgefiihrten Untersuchungen kann vor allem erkannt 
werden, daB die Fahigkeit zur Harnstoffanhaufung durch Schimmel- 
pilze keine reine Funktion der Nahrstoffzusammensetzung ist, wie 
lwanoff behauptet!. Die einzelnen Schimmelpilzarten verhalten sich 
namlich nicht nur in ein und derselben Nahrlésung auberordentlich 
verschieden, sondern sie reagieren auch auf die Zuckermenge sehr 
mannigfaltig, wobei z. B. Penicillium ,,X‘* héchstens nur Spuren von 
Harnstoff anhaufen kann. Dieses Verhalten kann nur durch den von 
den einzelnen Schimmelpilzarten in verschiedener Menge gebildeten 
Ureasegehalt erklart werden. Es geht dies auch aus den Untersuchungen 
von Goris und Costy? hervor, eine Bekraftigung dieser Ansicht ist auch 
die von Fosse® festgestellte Tatsache, daB bei gewissen Pflanzen eine 
Harnstoffanhaufung aus Ureasemangel erfolgen kann. 

Hinsichtlich des Einflusses der Zuckerkonzentration in der Nahr- 
lésung sind gewisse Schimmelpilze sehr empfindlich, und schon ein 
0,1 °%iger Glucosegehalt setzt deren Fahigkeit zur Harnstoffanhiufung 
herab, besonders bei Pen. camemberti, in geringerem Grade bei Asp. 
niger ,,W** und Aps. niger ,,S*“. Der iibrigbleibenden Mehrheit der 
Schimmelpilze schaden geringe Zuckermengen nicht nur nicht, sondern 
yeben ihnen zur Harnstoffanhaiufung sogar einen starken Ansporn. 
Kine gréBere Glucosemenge — bis 1°, — laBt noch gréBere Unter- 
schiede zutage treten. Wahrend naémlich bei den einen Schimmel- 
pilzen ein weiterer Zuwachs der Fahigkeit zur Harnstoffanhaufung sich 
erkennen JaBt, findet bei anderen eine starke Herabsetzung dieser 
Fahigkeit statt, und bei einem Glucosegehalt von 10°, hért diese 
iiberhaupt bei allen Arten auf. 

Ammoniak tritt in der Nahrlésung gewéhnlich neben Harnstoff 
in verschiedener, individuell von der Pilzqualitét abhangiger Menge 
auf. Ein Zusatz einer geringen Glucosemenge zur Nahrlésung schwacht 
die Ammoniakanhaufung, eine 5°, ige Zuckerzugabe dagegen belebt sie 
wieder kraftig, so daB hier fast so viel Ammoniak vorhanden ist, wie in 
der Nahrlésung ohne Zucker. Es wiirde dies darauf hinweisen, daB die 
Ammoniakmenge nicht durch den EinfluB des Zuckers auf die Harn- 
stoffanhaufung bestimmt wird, sondern eine Folgeerscheinung der 
Ureasemenge im Mycel und der durch diese Urease bedingten Harnstoff- 
umbildungsbedingungen ist. 

Die Citronen- und Oxalséiureanhaufung tritt in je von den indivi- 
duellen Eigenheiten des Schimmelpilzes abhangigen Mengen erst bei 


1 N.Iwanoff, diese Zeitschr. 157, 227, 1925 u. andere. 2 4. Goris 
u. P. Costy, Uréase et urée cher usw. Paris 1923. 3 PR. Fosse, Ann. Inst. 


Pasteur 34, 1, 1920. 
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Zuckerzugabe auf. Weder zur Harnstoff- noch zur Ammoniakmeng: 
stehen diese Sauren in irgendeinem Verhaltnis. Wenn Butkewitsch'! 
bei der Ziichtung eines Asp. niger auf Peptonnahrlésung ein ge- 
wisses konstantes Verhaltnis zwischen angehiuftem Ammoniak und 
Oxalsdure feststellen zu kénnen glaubt, so sollte diese Mitteilung nur 
als eine zufallige, vereinzelt dastehende Beobachtung gekennzeichne t 
werden, aus welcher keine SchluBfolgerungen gezogen werden sollten 
Schon friiher? ist von uns naémlich klargestellt worden, daB die ver- 
schiedenen Schimmelpilze sich auf Peptonlésung hinsichtlich der 
Saurebildungsfihigkeit auBerordentlich verschieden verhalten. — Dic 
einen bilden tiberhaupt keine Saure, andere nur Citronen- oder Oxalsaure 
bzw. beide Sauren. Eine Bestatigung dieser Beobachtung finden wir 
in den vorliegenden Untersuchungen sowohl auf Grund des individuellen 
Verhaltens verschiedener Schimmelpilze im allgemeinen, als auch der 
Aspergillusarten im besonderen, von welchen Asp. niger ,,W** bedeutend 
mehr Saure anhauft als Asp. niger ,,S‘. 

Bei-der Untersuchung des MilcheiweiBabbaues durch Schimmel- 
pilze® haben wir fernerhin dargelegt, daB die Saureanhaufungsfahigkeit 
der Schimmelpilze nicht von deren Vermégen zum EiweiBabbau abhangt, 
weil dies namlich zwei vollstandig voneinander unabhangige Funktionen 
derselben sind. Aus Tabelle II] und IV kann man auch erkennen, 
daB zwischen Saurebildungsfihigkeit und Harnstoff- und Ammoniak- 
anhaufung keine Korrelation besteht. 

Wenn jetzt auf Grund der obigen Ausfiihrungen eine Erklarung 
der Ursachen fiir den Einflu8 von Zucker in der Naéhrlésung auf die 
Harnstoffanhaufung gegeben werden soll, so méchten wir zunachst 
darauf aufmerksam machen, daB der Harnstoff in gréBerer Menge erst 
am Ende der physiologischen Pilzentwicklung erscheint. Der Harnstoff 
kommt in alteren Kulturen meistens in viel gréBerer Menge vor. In 
den ersten Tagen dagegen, wenn die physiologische Entwicklung kraftig 
ist, findet man wenig, in vielen Fallen sogar tiberhaupt keinen Harnstoff. 
Diese Tatsache spricht unserer Meinung nach fiir eine deutliche 
Beziehung zwischen physiologischer Pilzentwicklung und Harnstoff- 
anhaiufung in der Nahrlésung. 

Harnstoff muB unserer Ansicht nach als eine fiir geschwachte 
Organismen schwer aufnehmbare Verbindung angesehen werden. Mit 
dieser Ansicht befinden wir uns Truffaut und Bezssonoff* gegeniiber, 
die bewiesen, daB Harnstoff fiir héhere Pflanzen eine ideale Stickstoff- 
nahrung ist, in keinem Widerspruch, da auch wir diese Ansicht teilen. 


1 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 445, 1922. — ? 7. Chrzqszcz u. 
D. Tiukow, ebenda 242, 137, 1931. — * T. Chrzqszcz u. F. Pisula, 1. c. 


4 Truffaut u. Bezssonoff, la Scien. Sol. 3, 3, 1924. 
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Uber die Bildung von Harnstoff aus Pepton durch Schimmelpilze. 41 


Kine kraftige Unterstiitzung unserer Anschauungen sehen wir in der Tat- 
sache, daB der Tierorganismus Harnstoff fast gar nicht verbraucht, 
sondern ihn als Stoffwechselprodukt entfernt. Eine Zuckerzugabe zur 
Nahrlésung kraftigt die physiologische Mycelentwicklung und bewirkt 
gleichzeitig auch eine reichlichere Ureasebildung. Wenn die Zucker- 
menge in der Nahrlésung gering ist, 1aBt die physiologische Entwicklung 
ziemlich schnell nach, und deshalb erfolgt eine Harnstoffanhéiufung 
stufenweise erst in alteren Kulturen. Enthalt die Nahrlésung reichlich 
Zucker, so findet eine lang andauernde, kraftige, physiologische 
Pilzentwicklung statt, und wenn die Menge der Stickstoffverbindungen 
in der Nahrlésung gering ist, werden diese schneller verbraucht als die 
physiologische Pilzentwicklung schwacher wird, und dann mangelt es 
an Stickstoffmaterial zur Harnstoffanhaufung. Wenn aber diese EKiweib- 
verbindungen im Uberma8 vorhanden waren, dann wird unter dem 
KinfluB des Zuckers in dem iippig entwickelten Pilzmycel eine grobe 
Menge von Urease gebildet, die dann in alteren Kulturen den Harnstoff 
umbildet. In diesem Falle wird dann bei geschwachter Harnstoff- 
anhaéufung eine vermehrte Ammoniakanhaufung festgestellt werden 
kénnen. Tabelle LV stellt gerade einen solchen Fall dar. Harnstoff ist 
dort wenig vorhanden, bei vielen Pilzarten fehlt er sogar vollstandig, 
dagegen ist reichlich Ammoniak vorhanden. Eine weitere Bekraftigung 
sehen wir auch in den Untersuchungen von Glinka-Tschernorutsky!, der 
eine Korrelation zwischen der Verbrauchsschnelligkeit der sogenannten 
Energiequelle und der angehauften Harnstoffmenge feststellte. So 
werden z. B. die Pentosane: Xylose und Arabinose durch Bakterien 
in nur schwachem Mae verbraucht und vermindern gleichzeitig in 
geringem Mabe die Ammoniakbildung, d-Glucose dagegen oder d-Fruc- 
tose vermindern, als durch Bakterien leicht verbrennbar, die Ammoniak- 
bildung in hohem MaBe. Ahnlich verhalt es sich mit anderen Kohlen- 
hydraten. Die Harnstoffanhaufung scheint bei dem biochemischen 
KiweiBabbau eine ahnliche Rolle zu spielen, wie die Oxalsiureanhaufung 
bei der biochemischen Kohlenhydratumbildung?. 

Interessant und wichtig ist schlieBlich die Tatsache, daB nicht 
allein der Zucker, sondern auch dessen Umbildungsprodukte, wie 
Athylalkohol und Essigsdure, die Harnstoffanhaufung erschweren und 
in gr6Berer Menge sogar unterbrechen. 


SehluBfolgerungen. 
Die Untersuchungen iiber die Fahigkeit zur Harnstoffanhiufung 
der Schimmelpilze haben zu folgenden Ergebnissen gefiihrt: 


1 H.Ginka-Tschernorutzky, diese Zeitschr. 221, 132, 1930. — ? T. Chrzaszcz 
u. M.Zakomorny, ebenda 263, 105, 1933. 
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1. Die durch Schimmelpilze auf Pepton angehaufte Harnstoffmenge 
ist sehr verschiedenartig. Sie tritt in Spuren bis zu einer verhaltnis- 
maBig groben Menge auf und hangt als individuelles Merkmal von der 
Pilzart ab. 

2. GréBere Harnstoffmengen treten bei einer Schwachung der 
physiologischen Schimmelpilzentwicklung, also in 4lteren, 15. bis 
25tagigen Kulturen bei 28°C auf. Bei kraftiger physiologischer Ent- 
wicklung erfolgt ein Verbrauch des Harnstoffs durch den Organismus 
bzw. dessen Umbildung durch Urease. 

3. Der EinfluB des Zuckers auf die Fahigkeit zur Harnstoffanhaufung 
ist gleichfalls ein individuelles Artmerkmal. Gewisse Schimmelpilz- 
arten sind so empfindlich, daB schon eine so geringe Menge wie 0,1°,, 
Glucose deren Fahigkeit zur Harnstoffanhiufung sistiert. | Andere 
Arten vermehren noch bei 1°, Zuckerzusatz die Harnstoffmenge. Bei 
groBeren Zuckergaben erfolgt eine Schwachung und bei 10°, Glucose 
eine vollstandige Hemmung der Fahigkeit zur Harnstoffanhéufung. 

4. Kine Schwachung der Fahigkeit zur Harnstoffanhéufung erfolgt 
auch unter dem Einflu8 von Zuckerumbildungsprodukten, wie Athyl- 
alkohol und Essigséure. Ihr hemmender EinfluB ist kraftiger als 
derjenige der entsprechenden Zuckermenge, und 5°, bringen die Harn- 
stoffanhaufung vollstandig zum Stillstand. 

5. Die in der EiweiBnahrlésung angehaufte Citronen- und Oxal- 
sduremenge ist gleichfalls ein individuelles Artmerkmal der Schimmel- 
pilze. In gréBerer Menge treten diese Sauren bei einer Erhéhung der 
Zuckerkonzentration in der Nahrlésung auf. Ihre Menge steht in keinem 
Verhaltnis zum Harnstoff oder Ammoniak. 
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Das Schicksal der Citronensiure im Organismus des Kaninchens, 
Von 
Hedwig Langecker. 
(Aus dem Pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der Deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1934.) 


Durch den Nachweis von Citronensdiure (C.) in den meisten tieri- 
schen Fliissigkeiten (Literatur bei Oestberg') und durch zahlreiche 
Untersuchungen iiber die Ausscheidung der C. im Harn (Salant und 
Wise?, O9estherg!, Wood*, Langecker4, Fiirth® und Mitarbeiter) — ist 
bekannt, daB die C. im tierischen Organismus offenbar aus Kohlen- 
hydraten gebildet wird und eine Rolle bei der Regulation des Saure- 
basengleichgewichts spielt. 

Uber das Schicksal der von auBen zugefiihrten C. wei man aus den Unter- 
suchungen von Salant und Wise?, Aamacher und Siillmann ®, Kuyper und 
Matill?, und von Thunberg’, daB die C. rasch aus der Zirkulation ver- 
schwindet. Die Ausscheidung endogen gebildeter C. im Harn (bei citronen- 


siurefreier Ernahrung) wird durch oral zugefiihrte Citronensiéiure so gut 
wie nicht erhéht und parenteral zugefiihrte C. erscheint bei den einzelnen 
Tieren in verschiedenem AusmaB, bis zu 30°, als Maximum, im Harn wieder. 
Aus diesen Bilanzversuchen wurde immer auf ein hohes Zerst6rungsvermogen 
des Organismus fiir C. geschlossen, ohne da der direkte Nachweis des 
Verschwindens der C. in den Organen erbracht worden wire. Der Stitte 
der Oxydation im Organismus niaiherzukommen, dienten Versuche von 
Kuyper und Matill? iiber den C.-Gehalt des Blutes verschiedener Gefab- 
gebiete des Kaninchens nach Zufiihrung von C. Da sich keme nennenswerten 
Differenzen fanden, nehmen die Autoren an, daS der Organismus des 
Kaninchens ganz allgemein ein hohes Vermégen, C. zu zerstéren besitzt. 

Zur Aufklarung des Schicksals der C. im Organismus schienen Ver- 
suche iiber ihr Verhalten in tiberlebenden Organen und aueh in An- 
wesenheit von Magendarminhalt geeignet, weil nach den Untersuchungen 
von Underhill, Petermann, Saleski und Leonard® die Weinsiure z. B. im 
Diinndarminhalt des Menschen vor der Resorption bakteriell véllig zerstért 
wird. Die Verminderung der C. in Kuhmilch beim Stehen ist nach JJ/ass7//!° 
ebenfalls nur auf bakterielle Einwirkung zuriickzufiihren. 


' O. Oestberg, Skand. Arch. Physiol. 62, 81, 1931. > W. Salant u. 
L. EB. Wise, J. of biol. Chem. 28, 27, 1916. 3 BE. B. Wood, Amer. J. of 
Physiol. 79, 320, 1926/27. 1H. Langecker, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 
171, 744, 1933; Med. Klin. 19838, S. 1149. ° O. Fiirth, H. Minnibeck u. 
E. Edel, diese Zeitschr. 269, 379, 1934. ® Fr. Aawmacher u. H. Siillmann, 
Schweiz. med. Wochenschr. 1982, S. 236. 7 A.C. Kuyper u. H. Matill, 
J. of biol. Chem. 100, 61, 1933; 1038, 54, 1933. 8 T. Thunberg, Acta path. 
scand. Suppl. 16, 535, 1933. 9 Underhill, Petermann, Saleski u. Leonard, 
J.of pharm. a. e. Ther. 48, 381, 1931. 10 J. Mussill, Milchwirtsch. 


Forschung 15, 42, 1933. 
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Uber das Verhalten der C. in tierischen Geweben wei man, daB im 
isolierten Froschmuskel (Thunberg!) C. die Sauerstoffaufnahme steigert 
und eine betrachtliche Kohlenséureabgabe bewirkt. Batelli und Stern 
fanden an tiberlebenden Rindermuskeln in Anwesenheit von C. einen respi- 
ratorischen Quotienten, der einer vélligen Verbrennung der C. entsprach, 
und sie schlossen daraus auf eine vollstandige Oxydation der C. Auch Niere 
und Leber zeigten bei Anwesenheit von C. dasselbe Verhalten. Pernheim® 
beschrieb die Darstellung einer spezifischen Dehydrase aus Leber, die in 
Anwesenheit von C. Methylenblau reduziert, ohne da die Sauerstoff- 
aufnahme beeinfluBt wird; Hahn und Haarmann®* fanden im Rindermuskel 
in Anwesenheit von C. eine vermehrte Bildung von Brenztraubenséiure, 
die direkt der Dehydrierung der C, entstammen soll. 


Fir die folgenden Untersuchungen dienten hauptsachlich Organe 
des Kaninchens, weil nach Salant und Wise® dieses als Pflanzenfresser 
ein besonders hohes Zerst6rungsvermégen fiir C. besitzt. 


Die Organe wurden dem getéteten Tier méglichst frisch entnommen, 
durch ein Haarsieb passiert (Leber) oder durch eine Fleischmaschine ge- 
trieben. Zwischen dem Téten des Tieres und dem Versuchsbeginn ver- 
strichen ungefahr 15 Minuten. Entbluten der Organe erwies sich als iiber- 
fliissig, da das Blut die C. nicht abbaut. Die Organgewichte beziehen sich 
daher auf bluthaltiges Material. Der Organbrei (2,5 bis 25 g¢) wurde ent- 
weder in 10 cem n/10 Na-Citratlésung oder in 10 cem Wasser bzw. m/15 
Phosphatpuffer suspendiert und mit leem n Natriumcitrat in frisch zu- 
bereiteter Lésung (durch Neutralisation der C. mit n/10 oder n Natronlauge 
gegen Phenolphthalein hergestellt) versetzt und 2 Stunden in ein Wasser- 
bad von 38° gebracht. 

Die Bestimmung der C. geschah nach der Pentabromacetonmethode. 
in der von Kometiani® angegebenen Modifikation, wie sie sich mir? auch bei 
der Untersuchung des Kaninchenharns bewahrt hatte. (Kritik dieser 
Methode s. bei Fvirth®.) Die Methode beruht auf der Stahreschen Reaktion: 
Oxydation der C. in schwefelsaurer Lésung mittels Kaliumpermanganat zu 
Acetondicarbonsaure, welche in Pentabromaceton tibergefiihrt wird. Das 
Pentabromaceton laBt sich nach Kometiani jodometrisch bestimmen. Die 
Resultate mit dieser Methode fallen viel befriedigender aus, wenn man den 
Pentabromacetonniederschlag mit der Mutterlauge véllig auf das Glas- 
filter bringt, weil dadurch die Waschung wesentlich abgekiirzt und das 
Inldsunggehen des Pentabromacetons vermieden wird. 

Das Organmaterial wurde nach beendetem Versuch mit 10 ¢em 
Schwefelséure (1:1) auf 100 cem aufgefiillt, von dem ausfallenden Nieder- 
schlag durch Flanell filtriert und zu dem Filtrat Phosphorwolframsaure in 
Substanz zugesetzt. Ein aliquoter Teil des blanken Filtrats diente zu der 
Bestimmung. In Kontrollversuchen mit Zusatz von C. (70mg C. zu 10g 
Organ) wurde die zugesetzte Saure quantitativ wieder gefunden. Normaler- 


' T. Thunberg, Skand. Arch. 48, 275, 1923; 24, 23, 1910. 2 F. Batelli 
u. L. Stern, diese Zeitschr. 31, 478, 1911; 67, 457, 1914; Soe. de Biol. 76, 


575, 1914: 69, 552, 1910. 3 F. Bernheim, Biochem. J. 22, 1178, 1928. 
+ Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 89, 332, 1929. 5 W. Salant 


u. L. BE. Wise, J. of biol. Chem. 28, 27, 1916. 6 P. A. Kometiani, Zeitschr. 
f. anal. Chem. 86, 359, 1931. — 7H. Langecker, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 
171, 744, 1933; Med. Klin. 1938, S. 1149. 8 QO. Firth, H. Minnibeck u. 
E. Edel, diese Zeitschr. 269, 379, 1934, 
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weise findet sich in den Organen keine C. und auch wahrend des zwei- 
stiindigen Verweilens bei 38° wird keine C. gebildet (Verbrauch an n/10 
Natriumthiosulfat stets kleiner als 0,1 cem). 

Von dem Diinndarminhalt des Kaninchens zugesetzter. C. fanden 
sich nach zweistiindigem Verweilen bei 38° noch 84°, nach 9 Stunden 
nur noch 77%, vor. Im Mageninhalt fanden sich nach 9 Stunden noch 
95% der C. wieder (1 mg-Aquivalent citronensaures Natrium in waisseriger 
Lésung dem gesamten Diinndarm- bzw. Mageninhalt beigemengt). 

Es spielt demnach fiir den C.-Stoffwechsel des Kaninchens eine 
bakterielle Zerstérung im Magendarmkanal keine nennenswerte Rolle, 
da ja ein Verweilen von 9 Stunden vor der Resorption nicht in 
Betracht kommt. 

Bei der Untersuchung der Organe ergab sich, daB Leber (40 Ver- 
suche), Niere (1 Versuch) und in geringem Ausmaf auch Muskulatur 
(3 Versuche) C. zu zerstéren vermégen. Dem Blut (1 Versuch) fehlt 
diese Eigenschaft. 

Kaninchenleber zerstért in Mengen von 25, 20, 15, 10 ¢ 1 mg-Aquivalent 
C. in 2 Stunden bei 38° unter Sauerstoffdurchliiftung vollstandig. ig 


Leber zerstérten 90%, 3g 75% und 2!'/,g noch 65%. Auch 10g Hunde- 
leber zerstérte C. vollstandig. 13g Kaninchenniere zerstérten unter den- 


selben Bedingungen 78 %, der vorgelegten C., Muskulatur zu 20 g¢ 25°, und 


zu l0g 15°. In einem Versuch mit 15 g menschlicher Uterusmuskulatur! 


wurden 69° C. zerstért. Hingegen wurde in Anwesenheit von 20 cem Blut 
keinerlei Zerst6rung der C. nachgewiesen. 

Zur Entscheidung der Frage, ob es sich beim C.-Abbau durch 
Leber um fermentative oder bakterielle Vorgange handelt, wurden 
Versuche mit und ohne Toluol durchgefiihrt. Da nach Hahn? die meisten 
Dehydrasen durch Toluol in Trépfchenform inaktiviert werden, wurde 
das Wasser oder die Pufferlésung, in der der Organbrei verteilt war, 
vorher durch 24stiindiges Schiitteln mit Toluol gesattigt und auBerdem 
strich in den Versuchen mit Sauerstoff- bzw. Luftdurchleitung das 
Gas durch eine Waschflasche mit Toluol. Der véllig gleiche Ausfall 
von 10 Versuchen mit und ohne Toluol, ferner die Tatsache, daB der 
C.-Abbau rasch erfolgt, lassen die Annahme berechtigt erscheinen, 
daB es sich hier nicht um den Abbau durch Bakterienenzyme handelt. 

Um die Abhangigkeit des C.-Abbaus von verschiedenen Faktoren 
kennen zu lernen, wurden gleiche Mengen desselben Organmaterials 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Als Kontrolle diente 
ein Versuch mit Sauerstoffdurchliftung bei 38°, zweistiindiger Dauer 
und in wisseriger Lésung. Dabei ergab sich, daB ohne Sauerstoff 
(Kontrolle 5g 90°, abgebaut, ohne Sauerstoff 28°,), bei 19° (Kon- 
trolle 5 g 90°, abgebaut, 19° 78°.) bei Durchstrémung mit Luft (Kon- 


' Das Material wurde mir liebenswiirdigerweise von Herrn Prof. 
F. Schenk, dzt. Vorstand der Frauenklinik, iiberlassen. 2 Hahn u. 
W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 89, 332, 1929. 
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trolle 5g 90°, abgebaut, Luft 55°.) im Vakuum (Kontrolle 10 ¢ 
100°, abgebaut, im Vakuum 55°) der Abbau nur noch in geringerem 
AusmaB vor sich geht. Der Abbau verlauft rasch. (5g Leber bauten 
in 1 Stunde 53°, in 2 Stunden 90° C. ab.) Das py der Lésung 
zwischen 6,9 bis 8,2 (m/15 Phosphatpuffer) hat keinen wesentlichen 
KinfluB (5 g, py 6,3, 100°, abgebaut, py 7,5 und 8,2 84°). Kochen oder 
Blausiurezusatz hemmten die Wirkung vollkommen. Im Wasser- 
extrakt der Leber war die abbauende Wirkung nur sehr gering. Rasches 
Trocknen der Leber bei Zimmertemperatur setzte die Wirkung betracht- 
lich herab. (2'/,g 8%, 5g 13%, 10g 28%, Kontrolle 5g 90%.) 
Die hier gewonnenen Resultate tiber die Abhangigkeit des C.-Abbaus 
durch Organe stimmen gut tiberein mit den Beobachtungen von Batelli 
und Stern! iiber die Abhangigkeit der Steigerung des respiratorischen 
Quotienten durch C. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, daB beim Kaninchen 
die Zerst6rung zugefiihrter C. hauptsdchlich in der Leber vor sich geht, 
zum Teil auch in Niere und Muskulatur, wahrend eine bakterielle 
Zerstérung im Magendarminhalt kaum eine Rolle spielt. Dieser Befund 
steht in gutem Einklang mit der von Thunberg? vertretenen An- 
schauung, da Zusammenhange zwischen C.-Stoffwechsel und Leber 
bestehen. Das Studium der endogenen C.-Ausscheidung (bei C.-freier 
Ernahrung) sowie unter Belastung mit C. im Zusammenhang mit anderen 
Leberfunktionspriifungen bei normalen bzw. lebergeschadigten Tieren 
scheint mir aussichtsreich, um einen Einblick in den Zusammenhang 
zwischen C.-Stoffwechsel und anderen Leberfunktionen zu gewinnen. 


in Saéugetierorganen. 


Fiir die Frage nach den beim C.-Abbau durch Organe intermediar 
entstehenden Zwischenprodukten waren die von Wieland und Sonder- 
hoff* beim Studium der Vergérung von C. durch Hefe gewonnenen 


Resultate maBgebend. Die beiden Hauptprodukte der anaeroben 
C.-Vergérung durch Hefe waren Essigsiure und Kohlensaéure neben 
wenig Ameisensiure und Bernsteinséure. Wieland und Sonderhof/ 


nehmen an, daB aus rein chemischen Griinden der Angriffspunkt der 
enzymatischen Spaltung an die tertiar gebundene Carboxylgruppe 
der C. zu verlegen ist. Die dabei zuerst auftretende Acetondicarbon- 
siure (und Ameisensdure) wiirde dann hydrolytisch in Kohlensaure 
und Essigséure gespalten. Acetondicarbonsaure lieB sich allerdings 
auch nicht in Spuren nachweisen. Auch bei der aeroben Vergarung 
von C. durch Hefe fand sich keine Acetondicarbonsaure und auch keine 
f-Oxyglutarsaure: auffallend ist bei dem Abbau der C. durch Hefe, 


1 F. Batelli u. L. Stern, diese Zeitschr. 31, 478, 1911; 67, 457, 1914; 
Soc. de Biol. 76, 575, 1914, 69. 552, 1910. — ? 7. Thunberg, Acta path. 
seand. Suppl. 16, 535, 1933. — * H. Wieland u. R. Sonderhoff, Ann. 499, 
213, 1932; 508, 61, 1933. 
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daB die Reaktion erst nach geraumer Zeit (4 bis 5 Stunden) in Gang 
kommt. Walker, Subbamaniam und Challenger! fanden beim Abbau 
der C. durch Aspergillus niger Acetondicarbonséiure und glauben, 
daB der Hauptweg des Abbaus der C. bei Aspergillus iiber diese Saure 
fiihrt. Auch Thunberg? nimmt fiir die enzymatische Dehydrierung 
der C. durch Gurkensamen an, daB aus 1 Mol citronensaurem Kalium 
1 Mol acetondicarbonsaures Kalium und 1 Mol Kaliumbicarbonat 
entsteht. 

Ich habe daher zunaichst beim Abbau der C. in Kaninchenleber 
auf das Auftreten von Acetondicarbonsaure geachtet. 

Der Nachweis der Acetondicarbonsiure wurde in dem Filtrat nach der 
Phosphorwolframséurefallung mittels der Pentabromacetonreaktion durch- 
gefilhrt, wobei ohne vorherige Oxydation mit Kaliumpermanganat Brom- 
wasser im Uberschu8 1/, Stunde lang einwirkt (83mg Saure in 100 cem 
geben sich noch als Niederschlag zu erkennen). Die Reaktion ist sehr 
spezifisch (vgl. Amberg und Clure®). Gerade die hohe Spezifitat der Reaktion 
bildet ja auch die Grundlage fiir die Anwendung zur Bestimmung der C. 
AuBerdem wurde die Reaktion nach Denigés* verwendet: Fallung mit 
Mercurisulfat, sowie die Ferrichlorid- und Nitroprussidnatriumreaktion. 
Nach einem Vorschlag von Haurowitz habe ich die Hydrazonbildung mit 


2, 4-Dinitrophenylhydrazin in salzsaurer Lésung gepriift. Es bildet sich 
zwar ein Hydrazon, die Reaktion ist jedoch weniger empfindlich als die 
Pentabromacetonreaktion. Als sehr empfindlich hat sich die Pechmann- 
sche® Reaktion mit Benzoldiazoniumchlorid und Natriumacetat erwiesen. 
(CUberfiihrung in das Mesoxaldialdehyd-bisphenylhydrazon). Eine Rot- 


farbung wird auch noch in Lésungen von 0,2 mg-°, wahrgenommen. Die 
Reaktion ist im Phosphorwolframsaurefiltrat von Organen ebenfalls an- 
wendbar. 

Zur Bestimmung der Acetondicarbonsaiure diente ebenfalls die Penta- 
bromacetonmethode in derselben Ausfiihrung wie fiir die C.-Bestimmung 
nach Kometiani®, nur ohne vorherige Oxydation mit Kaliumpermanganat 
durch Versetzen mit Bromwasser im UberschuB8 der auf 45°. er- 
warmten Lésung. In Versuchen mit Zusatz reiner Saure zu Harn oder 
Leberbrei wurde diese quantitativ wiedergefunden. Die Saéure war aus 
C. durch Behandeln mit konz. Schwefelsiure nach der Methode von Pech- 
mann? hergestellt. Sie enthielt immer etwas Schwefelsaiure, die aber die 
Bestimmung nicht stért. Der Gehalt an Acetondicarbonséiure wurde aus 
der Differenz zwischen Gesamtaziditat und Aziditat nach dem Trocknen 
bei 100° in der Platinschale ermittelt. Die mit der Pentabromacetonmethode 
gewonnenen Resultate stimmen in dem fiir die C.-Bestimmung geltenden 
Bereich gut iiberein (siehe Kometiani*®): z. B. 2 cem einer Acetondicarbon- 
saurelésung brauchten zur Neutralisation mit n/10 NaOH gegen Phenol- 
phthalein 5,50 bzw. 5,50eem. Nach dem Trocknen in der Platinschale 
wurden 0,50 bzw. 0,50 cem n/10 Lauge gebraucht. Bei der jodometrischen 
Bestimmung des Pentabromacetons (nach Kometiani) wurden 14,7 bzw. 


1 Walker, Subbamaniam u. Challenger, J.of the Chem. Soc. 1927, S. 3044. 

27. Thunberg, diese Zeitschr. 206, 116, 1929. — 3 8S. Ambergu. M.C.Clure, 

J. of biol. Chem. 44, 453, 1917. — 4 Denigés, C. r. des seanc. de Vac. 

130, 32. — 5 Pechmann, Berl. Ber. 24, 3256. 6 P. A. Kometiani, Zeitschr. 
f. anal. Chem. 86, 359, 1931. 7 Pechmann, Ann. 261, 158, 1891. 
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14,8 cem n/10 Thiosulfat verbraucht. Da fiir 1 Mol Acetondicarbonsiéure 
6 Atome Jod ausgeschieden werden, entspricht 1ecem n/10 Thiosulfat 
2,43 mg Acetondicarbonsaéure. Bei vorheriger Oxydation mittels Kalium 
permanganat in Anwesenheit von Kaliumbromid wurden bei der jodo 
metrischen Bestimmung dieselben Werte gefunden. In C.-Lésungen (70 mg 
in 100 cem) fallt nach halbstiindiger Behandlung mittels Bromwassers in 
schwefelsaurer Lésung kein Pentabromaceton aus. 

Es ist daher der Nachweis bzw. die Bestimmung der Acetondi- 
carbonséiure im biologischen Material mittels der Pentabromaceton- 
methode auch bei Anwesenheit von C. méglich. Ferner erfaBt die 
('.-Bestimmung mit der Pentabromacetonmethode gleichzeitig eventuel] 
vorhandene Acetondicarbonséure mit, wenn nicht, wie es bei manchen 
Autoren zutrifft ,eine Bromvorbehandlung der C.-Bestimmung voraus- 
geht. Daher ist die von Firth und Mitarbeiter! als Beispiel angefiihrte 
Umrechnung des unbestimmten Kohlenstoffrestes im Harn in Aceton- 
dicarbonsaure (S. 394) nicht méglich, da ja dieselbe beider C.- Bestimmung 
miterfaBt worden ware (eine Bromvorbehandlung ist nicht angegeben). 

In 10 Versuchen tiber den C.-Abbau durch Leber gelang der 
Nachweis von Acetondicarbonséure mit der Pentabromacetonmethode 
nicht. 

Die Versuche waren zum Teil im Vakuum, zum Teil bei Sauerstoff 
durchstr6mung ausgefiihrt und betrafen solche mit teilweisem und _ voll- 
standigem Abbau der vorgelegten C. Wenn mit Brom allein im Filtrat 
nach der Phosphorwolframsdurefallung ein geringfiigiger Niederschlag 
auftrat, so wurden bei der jodometrischen Bestimmung stets weniger als 
0,1 eem n/10 Thiosulfat verbraucht. In einem Versuch des vollstandigen 
C.-Abbaues durch Leber bei Sauerstoffdurchliiftung gelang es nicht, mit 
Diazoniumchlorid Acetondicarbonséure nachzuweisen. 

Da es also nicht méglich war, beim Abbau der C. durch Leber 
Acetondicarbonsaure als Zwischenprodukt zu erfassen, wurde — in 
3 Versuchen das Verhalten der Acetondicarbonséure (als Natriumsalz) 
gegentiber Leber gepriift. Als Kontrolle diente eine wasserige Lésung 
des Natriumsalzes. Die Abnahme an Acetondicarbonsaéure innerhalb 
2 Stunden bei Kérpertemperatur betrug in der Kontrollésung ohne 
Leber bei Sauerstoffdurchliftung 19°,; in Anwesenheit von 10 ¢ 
bzw. in 2 Versuchen 15g Leber wurde keine starkere Abnahme der 
vorgelegten 1 baw. !/, mg-Aquivalent Saure festgestellt als in der Kontroll- 
lésung. In allen 3 Versuchen war die Leber in derselben Gewichtsmenge 
fiir 1 mg-Aquivalent C. ausreichend, um sie vollig abzubauen. Dab 
die noch in der Acetondicarbonséure als Natriumsulfat vorhandene 
Schwefelsaure bei dem Abbau nicht stérend wirkt, wurde daraus er- 
schlossen, daB gleichzeitig zugesetzte C. ebenso vollkommen abgebaut 
wurde, wie in der Probe ohne Acetondicarbonsaure. 


1 O. Firth. H. Minnibeck u. E. Edel, diese Zeitschr. 269, 379, 1934. 
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Ks ist auffallend, daB die Acetondicarbonséiure vom Lebergewebe 
nicht abgebaut wird: denn Neuberg und Karczag! fanden in Anwesen- 
heit von Hefe einen beschleunigten Zerfall der Acetondicarbonsaure 
unter Kohlenséurebildung und verweisen auf ahnlich liegende Ver- 
haltnisse bei Acetessigsiure, deren Zerfall nach Untersuchungen 
Pollaks? durch Beriihrung mit tierischen Organen beschleunigt wird; 
dabei nimmt Pollak keinen fermentativen Abbau an. 


Die Priifung des Verhaltens der Acetondicarbonsiure im Kaninchen- 
organismus (Haferernahrung) hat ergeben, da bei subeutaner Verab- 
reichung von 3,3 Millimol (0,5 g) pro kg als Natriumsalz innerhalb 2 Stunden 
10,3), in weiteren 5 Stunden 8,7°,, in weiteren 7 Stunden 3,4°, und in 
den nachsten 8 Stunden 0,1°) wieder im Harn erscheinen. Es sind also 
bei subcutaner Injektion innerhalb 22 Stunden 22,4°%, wiedergefunden 
worden, was bei der an sich hohen Zersetzlichkeit wasseriger Lésungen 
von Salzen der Acetondicarbonsaure eine nennenswerte Menge darstellt, die 
unverbrannt ausgeschieden wird. Dabei fiel auch auf, da der in den ersten 
9 Stunden stark verdiinnte Harn gegeniiber der Norm sein pq von 6 unver- 
andert beibehielt. In drei Versuchen mit Verfiitterung von Acetondicarbon- 
siure lieB sich auch stets Acetondicarbonsiure im Harn  nachweisen: 
a) 3,3 Millimol pro kg, b) und ¢) 10 Millimol 15g pro kg. Auch in diesen 
Versuchen énderte sich das py des Harns nicht. Im ersten Versuch ging 
ein groBer Teil des Harns verloren und es konnte nur qualitativ Aceton- 
diearbonsaéure nachgewiesen werden. Im zweiten Versuch wurden nach 
2 Stunden bereits 1°, der verfiitterten Séure im Harn ausgeschieden. 
Leider ging das Tier durch einen Zufall zugrunde, so daB die weitere Aus- 
scheidung nicht verfolet werden konnte. Im dritten Versuch betrugen die 
Ausscheidungen: nach 2 Stunden 0,74°,, nach weiteren 2 Stunden 1,62 %, 
nach weiteren 3 Stunden 0,2°,, nach weiteren 2 Stunden 0,08 °, und nach 
weiteren 12 Stunden 0,08°,. Es wurden demnach innerhalb 21 Stunden 
2.7%, der verfiitterten Acetondicarbonsaure ausgeschieden. In Anbetracht 
der hohen Bereitschaft der Acetondicarbonsaure zu chemischen Reaktionen 
sind die bei oraler und subeutaner Verabreichung im Harn auftretenden 
Mengen beachtenswert. 

Keines der mit Acetondicarbonsiure behandelten Tiere zeigte irgend- 
welche Symptome. Die geringe Toxizitat der Acetondicarbonsiéiure hangt 
offenbar mit ihrer schlechten Lipoidléslichkeit zusammen. 

Wenn auch die Versuchsergebnisse tiber das Verhalten der Aceton- 
dicarbonséure in der tiberlebenden Leber und im Organismus des 
Kaninchens dafiir sprechen, daB die Saiure weniger leicht fermentativ 
verandert wird als die C., so soll doch daraus noch nicht der SchluB 
gezogen werden, daB beim C.-Abbau Acetondicarbonsaure als Zwischen- 
produkt nicht auftritt, was ja aus chemischen Griinden zu erwarten 
ist. Es kénnte sich jedoch darum handeln, daB die an und fiir sich 
sehr reaktionsfahige Substanz, wenn sie nicht im Moment der Ent- 
stehung abgefangen wird, rasch eine weitere Veranderung erfahrt. 


' Neuberg u. Karczag, diese Zeitschr. 37, 173, 1911. 2 L. Pollak, 
Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 232, 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band 273. 4 
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Ferner ist ja bekannt, dab die Reaktionsweise von Stoffen, die im Verlaut 


eines komplizierten enzymatischen Abbaus entstehen, eine ander 


sein kann, als wenn derselbe Stoff von vornherein vorliegt. 

Mit Riicksicht auf das Interesse, das die Acetondicarbonsaéure als 
j-Ketosaéure verdient, wurde ihr Nachweis in folgenden’ Fliissigkeiten 
versucht: Menschenharn (100 cem), acetonhaltiger Harn eines Diabetiker- 
(100 cem), Kaninchenharn (70 cem), derselbe nach Citronensiéurefiitterung, 
frische Frauen- (25 eem), Kuh- (90 cem) und Ziegenmilech (90 cem), 
Zitronensaft (5cem). Diese Versuche fiihrten jedoch zu keinem_ posi- 
tiven Ergebnis. 

Wenn bei der Bromwasserbehandlung ein Niederschlag auftrat, so 
wurde bei der Titration weniger als 0,1 cem n/10 Natriumthiosulfatlésung 
verbraucht. Es sei hier hervorgehoben, da} beim Verarbeiten der Ziegen 
milech zum Unterschied von Kuh- und Frauenmilch bei der Bromierung 
im Phosphorwolframséaurefiltrat ein intensiver Niederschlag auftrat, de: 
jedoch zum Unterschied vom Pentabromaceton in Alkohol unléslich war. 

Auch die Verarbeitung eines normalen Menschenharns von 6 Tagen 
(7,2 Liter) ergab nach der Pentabromacetonmethode nur einen Verbrauch 
von 0,2cem n/10 Thiosulfat. Mit Riicksicht auf die hohe Zersetzlichkeit 
der Saure war, wie folgt, vorgegangen worden. 

Der frisch gelassene Harn wurde bei schwefelsaurer Reaktion und 
Zimmertemperatur eingedampft und mit Alkohol ausgefallt. Die auf diese 
Weise gesammelten alkoholischen Filtrate wurden vom Alkohol bei Zimmer 
temperatur befreit und bei schwefelsaurer Reaktion mit der zehnfachen 
Menge Ather ausgeschiittelt. Der Riickstand nach Verdunsten des Athers 
wurde mit dem Denigés-Reagens ausgefallt, der Niederschlag mit Schwefel 
wasserstoff zerlegt und im Filtrat vom Quecksilbersulfid die Pentabrom- 
acetonfaillung vorgenommen. 

Wenn beim C.-Abbau in Organen Acetondicarbonsaure entsteht, 
so ware bei einem weiteren Zerfall auf dem Wege der Decarboxylierung 
Bildung von Aceton zu erwarten. Deshalb wurde wiederholt in den Ver- 
suchen des C.- Abbaus durch Leber bei Sauerstoffdurchleitung eine Vorlage. 
gefiillt mit gleichen Teilen Jodjodkaliumlésung und konzentriertem Am- 
moniak (nach Gunning) angewendet. Es gelang in 5 Versuchen eben 
noch den Geruch von Jodoform wahrzunehmen. In einem im Vakuum 
angestellten Versuch konnte nachtraglich im Destillat ebenfalls eine 
Spur Aceton durch den Jodoformgeruch nachgewiesen werden, wahrend 
in den Kontrollproben ohne C. der Jodoformgeruch nicht auftrat. 

In einem Versuch wurden die Lebern zweier Kaninchen 2%u je 40 g 
auf zwei Proben verteilt, die eine mit 4 mg-Aquivalenten C., die andere 
ohne C. 2 Stunden mit Sauerstoffdurchliiftung bei 38° gelassen. Dann 
wurde der Brei mit Schwefelsiure kongosauer gemacht und im ge- 
waschenen Filtrat durch dreimalige Destillation bei guter Kiihlung 
die fliichtigen Sauren abgetrennt. 

Aus der Differenz der zum Neutralisieren der Destillate — ver- 
brauchten n/10 Lauge (2,2ccm) in den beiden Proben ergab sich, 
daB 5° der vorgelegten C. als fliichtige Saure, offenbar Essigsaure, 
nachweisbar waren. Auch der bei saurer Reaktion hergestellte Ather- 
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extrakt des nichtfliichtigen Anteils ergab bei der mit C. angesetzten 
Probe eine gréBere Menge saurer Anteile (6,7 cem gegen 1,3 cem 
n 10 Lauge), so daB durch diesen orientierenden Versuch wenigstens 
wahrscheinlich gemacht ist, daB bei dem C.-Abbau durch Leber fliichtige 
und nichtfliichtige atherlésliche Sauren entstehen. Durch die Unter- 
suchung des C.-Abbaus in Organen gréBerer Tiere muB die definitive 
Aufklarung tiber die beim C.-Abbau entstehenden Endprodukte  er- 
bracht werden, da die von der kleinen Kaninchenleber abgebauten 
(.-Mengen fiir eine solche Aufarbeitung zu gering sind. Ferner soll 
mit Ricksicht auf die nahen Beziehungen zwischen C. und Aceton- 
dicarbonsaure sowie zwischen den Ketonkérpern und der Aceton- 
dicarbonséure das Verhalten der letzteren im Organismus sowie ihre 
pharmakologische Wirkung studiert werden. 


Zusammenfassung. 

1. Zum Magendarminhalt des Kaninchens zugesetzte C. wird 
innerhalb 9 Stunden kaum zerstort. 

2. Von den Organen des Kaninchens ist insbesondere die Leber, 
ferner die Niere und in geringerem Ausma® auch die Muskulatur be- 
fahigt, Citronensdure abzubauen. Dem Blut fehlt diese Eigenschaft. 

3. Dieser Abbau erfolgt auf fermentativem Wege (in Anwesenheit 
von Toluol ebenso wie ohne Toluol) und geht rasch vor sich. 

4. Sauerstoffzufuhr, Temperaturerhéhung bis 38° begiinstigen die 
feaktion, die auch im Vakuum oder bei Luftdurchleitung erfolgt. 
Kochen sowie Blausaéurezusatz wirken hemmend. Rasches Trocknen des 


Organs bei Zimmertemperatur beeintrachtigt die Wirkung stark. Dem 


wasserigen Leberextrakt fehlt die Eigenschaft, Citronensiure abzubauen. 

5. Bei der Prifung auf Zwischenprodukte des Citronensdure- 
abbaus durch Leber lieB sich Acetondicarbonsaure nicht nachweisen, 
hingegen fand sich eine Spur Aceton, und in einem orientierenden 
Versuch konnte wahrscheinlich gemacht werden, da beim Citronen- 
siureabbau vermehrt fliichtige und nichtfliichtige atherlésliche Saure 
gebildet werden. 

6. Leberbrei vermag den Zerfall der Acetondicarbonsaéure in 
wasseriger Lésung nicht zu beschleunigen. Beim Kaninchen erscheint 
sie nach parenteraler und oraler Zufuhr in beachtenswerten Mengen 
im Harn. Sie ist wenig giftig, offenbar infolge ihrer geringen Lipoid- 
léslichkeit. 

7. Es gelang nicht, in Harn und Milch unter physiologischen Be- 
dingungen Acetondicarbonsaure nachzuweisen. 

8. Es wird eine Methode zur Bestimmung von Acetondicarbon- 
sdure in Harn, in Milch und in Organen angegeben. 











Zur Frage 
des natiirlichen Vorkommens von 2-Oxy-6-aminopurin. 
Von 
F. A. Sehiitz. 


[Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6w (Lemberg). | 


(Eingegangen am 6. Juli 1934.) 


Im Jahre 1897 wurde von Hmil Fischer (1) das 2-Oxy-6-amino- 
purin synthetisch dargestellt. Fischer vermutete, daB diese Base als 
Oxydationsprodukt neben Adenin im tierischen Organismus_ vor- 
kommen kénnte und déuBerte die Vermutung, daB es vielleicht schon 
isoliert, aber wegen seiner Ahnlichkeit mit Guanin nicht als solches 
erkannt worden ist. 


M. Buell und M. Perkins (2) haben nach dem 2-Oxy-6-aminopurin in 
tierischen Organismen gesucht, und es gelang ihnen, eine Purinbase, die sie fii 
dieses Derivat hielten, aus Schweineblut zu isolieren. 1. Buell und M. Perkins 
(l.c.) stiitzen sich auf die Elementaranalyse und auf die von EF. Fischer 
(l. ec.) beschriebene Eigenschaft des Sulfats, ein Kristallwasser iiber 120° C 
zu verlieren, zum Unterschied von Guaninsulfat, welches das Kristallwasser 
bei Zimmertemperatur im Vakuum verliert. Auch das Hydrochlorid des 
2-Oxy-6-aminopurins verliert laut 17. Buell und M. Perkins (1. ¢.) 2 Mole- 
kiile Kristallwasser erst bei 120°C im Vakuum (zum Unterschied von 
Guanin und Adeninchlorid, die an der Luft bei 110°C wasserfrei werden). 
M. Buell und M. Perkins (1. c.) fanden fiir je 10 Liter Schweineblut etwa 
50mg Hydrochlorid des 2-Oxy-6-aminopurins, welches sie als Oxy- 
adenin bezeichneten. RR. Boivin (3) bestatigt das Vorkommen von Oxy- 
adenin im Schweineblut, in dem er fiir 10 Liter Schweineblut 22 mg Oxy- 
adeninstickstoff angibt. Er isolierte die Base als Chlorid und identifiziert 
sie auf denselben Grundlagen wie Buell und Perkins (1. ¢.). Versuche, das 
Oxyadeninnucleotid durch fraktionierte Kristallisation des Brucinsalzes 
. zu isolieren, blieben jedoch erfolglos. E.Cherbuliez und K. Bernhard (4) 
fanden im Methylalkoholextrakt des Crotonsamens ein Nucleotid, das 
neben d-Ribose eine Purinbase lieferte, welche die genannten Autoren fiir 
das 2-Oxy-6-aminopurin hielten, und welcher sie den Namen ,,[soguanin™ 
gaben. Die Stellung der Aminogruppe im Isoguanin stellten sie insofern 
fest, als sie (da die Guanidinprobe mit Chlor negativ verlauft, und dadurch 
die Stelle 2 des Pyridinkernes ausgeschlossen ist) durch Kuppelung des 
Isoguanins mit einem Diazokérper nach Burian (5) und H. Fischer (6) 
einen Farbstoff erhielten, der durch Reduktion ein Diaminooxypurin lieferte, 
welches nicht mehr mit Diazokérpern kuppelt; er wird als 6, 8-Di- 
amino-2-Oxypurin bezeichnet. Wie weiter unten erértert wird, ist die 
sichere Feststellung, daB der K6érper das_ 6, 8-Diamino-2-oxypurin ist, 
ausschlaggebend fiir die Beweisfiihrung der Autoren, daB das Isoguanin 
mit dem 2-Oxy-6-aminopurin identisch ist. In einer spateren Arbeit ver- 
gleichen R. Cherbuliez und K. Bernhard das Isoguanin mit dem von WM. Buell 
und M. Perkins (7) aus Schweineblut isoliertem Oxyadenin. Diese beiden 
Substanzen miiBten, falls sie beide das 2-Oxy-6-Aminopurin waren, identisch 
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sein; dies ist aber nicht der Fall. Die Autoren bezweifeln deshalb, da®B die 
von M. Buell und M. Perkins (1. c¢.) aus Sechweineblut isolierte Base das 
2-Oxy-6-aminopurin ist. 

Der Zweck dieser Arbeit war, das Vorkommen des Oxyadenins im 
Schweineblut nachzupriifen. Bei der Verarbeitung des Blutes_ hielt 
ich mich im wesentlichen an die Methode von .W. Buell und M. Per- 
kins (1. @.). 


Experimentelles. 

Es wurden 20 Liter frisch defibriniertes Schweineblut (von vier Tieren 
je 5 Liter), und zwar gleich nach dem Schlachten, in 100 Liter siedende 
100 Essigsiure eingegossen, die 200g essigsaures Natrium enthielt, die 
Lésung durch Faltenfilter geklart, und das heiBe, klare, gelblich gefarbte 
Filtrat mit einer L6sung von 240g Uranylnitrat in | Liter Wasser versetzt. 
Vom Zeitpunkt des Schlachtens der Tiere bis zur Fallung mit Uranyl- 
nitrat vergingen 2'/, Stunden. Der auf der Nutsche abgesaugte Nieder- 
schlag, der in der Hauptsache aus den Uransalzen der Nucleotide 
besteht, wurde in 5 Litern heiBen Wassers suspendiert und mit 30 iger 
Schwefelséiure so lange versetzt, bis alles in Lésung ging, | Stunde gekocht, 
mit Natronlauge bis zur schwach sauren Reaktion auf Lackmuspapier 
versetzt und vom abgeschiedenen Uranhydroxyd abfiltriert. Der abfiltrierte 
Niederschlag wurde nochmals in Schwefelséure gelést, 1 Stunde gekocht, 
mit Natronlauge das Uran, wie oben, ausgefallt ; aus den vereinigten Filtraten 
wurden die Purinbasen nach Ardger-Schmidt gefallt. Der Niederschlag 
wurde mit 1° iger Schwefelnatriumlésung zerlegt, vom Kupfersulfid ab- 
filtriert, das Filtrat mit Schwefelsiure angesaiuert, vom ausgeschiedenen 
Schwefel abfiltriert und vom Schwefelwasserstoff dureh Kochen befreit. 
Die Fallung der Purinbasen als Kupferkomplex wurde im ganzen viermal 
durchgefiihrt. Die so erhaltene Lésung der freien Purinbasen wurde auf 
dem Wasserbad stark eingeengt, mit Ammoniak versetzt und die Purin- 
basen als Silberverbindung ausgefallt. Der abfiltrierte und gut gewaschene 
Niederschlag wurde in 1 Liter heiBen Wassers suspendiert und tropfen- 
weise mit n Chlorwasserstoffsaure so lange versetzt, bis alles Silber ausgefallt 
war. Nach dem Abfiltrieren des Chlorsilbers wurde das Filtrat, welches 
die Chloride der Basen enthielt, auf dem Wasserbad bis zur beginnenden 
Kristallisation stark eingeengt und 12 Stunden bei Zimmertemperatur 
zur Kristallisation stehengelassen. Das gelblich gefarbte, aus mikroskopi- 
schen Nadeln, die haufig zu kugeligen Aggregaten zusammengeballt waren, 
bestehende Kristallisat wurde abfiltriert, an der Luft getrocknet und 
gewogen (216 mg). Dann wurde es in 10 cem heiBer n/100 HCI suspendiert 
und einige Zeit zerrieben, das Waschwasser abfiltriert und auf Adenin 
gepriift, indem einige Tropfen davon mit Natriumpikratlésung versetzt 
wurden. Eine voluminése Fallung des Adeninpikrats (Kristallform und 
Schmelzpunkt!) zeigte Adenin an. Das verbliebene Kristallisat wurde 
nochmals mit 4 ccm heiBer n/100 HCl versetzt, worin es sich klar 
loste. Nun wurde diese Lésung mit dem ersten Waschwasser vereinigt, 
auf dem Wasserbad eingeengt und zur Kristallisation iiber Nacht 
stehengelassen. Die wieder ausgeschiedenen Kristalle wurden abfiltriert, 
einmal mit n/100 HCl gewaschen und an der Luft getrocknet. Ein Teil 
davon (23 mg) verlor im Trockenschrank bei 115°C bis 13,1% an 
Gewicht. Fiir Adeninchlorid + 1,5 Mol Wasser berechnet, betragt der 

Gewichtsverlust 13,6 %. 








D4 I. A. Schiitz: 


Die bei 115°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz ergab: 
4,.9mg Substanz: 14,5cem 100n HC! (2,03 mg N) 
BGs, i 16,1 100n HCl (2,25 ,, N) 
C,H,N,HCI: Ber.: 40,9% N. 
gef.: 41,3; 40,9°% N, 
Zum SchluB faillte ich das Pikrat der Base, das mit Adeninpikrat 
identisch war (Schmelzpunkt 290° n. k.). 
Die Substanz war also reines Adeninchlorid; von Oxryadenin konnt 


keine Spur nachgewiesen werden. 


Diskussion. 

Die von MW. Buell und M. Perkins (l.c.) erhaltene Purinbas: 
(Oxyadenin) und das von E. Cherbuliez und K. Bernhard (\. ¢.) aus 
Crotonsamen isolierte Isoguanin zeigen zu groBe Unterschiede unter- 
einander, um identisch zu sein. Die beiden Substanzen seien mit dem 
synthetischen nach EF. Fischers Vorschrift (1) von mir dargestellten 
reinem Priparat verglichen: 








Autor Freie Base Sulfat Chlorid Pikrat 
E. Fischer Nicht deutlich) 1 Mol H,0O, Nadeln 
(2-Oxy-6- kristall., in HO schief oder Prismen 
aminopurin) und Alkohol | abgeschnittene 
unldéslich, Prismen, bis 
schwach léslich 120° erhitzt, 
in NH; kein Gewichts- 
verlust 
M. Buell u. Semikristal- 1 Mol H,0, 2 Mol. H, 0, Kristallinisch 
M. Perkins linisch verliert es iiber verliert es tiber (Nadeln), 
(Oxyadenin) 120° 120°, kristal- wird durch H,O 
linisch zersetzt, 
: (Nadeln) orangegelb 
E. Cherbuliez Amorph, Prismen oder | Kein Wasser, Nicht kristal- 
u. K. Bernhard verkoblt bei Tafeln, Z.P. | kristallinisch — linisch, Z. P. 
(Isoguanin) 250° 230—250°, (Nadeln) 260° 
1 Mol H, 0, 
verliert iiber 
120° 
Synthetisches Nichtdeutlich 1 Mol H,0, Kristallinisch 
Produkt nach kristall., in | bis 120°C er- (Nadeln), wird 
E. Fischer H,O und hitzt, kein Ge- durch H, O zer- 
Alkohol unlés- | wichtsverlust, setzt, im Kapil- 
lich verkohlt bei larrohr bis 300°, 
etwa 290°, unverandert, 
Guanidin probe hellgelb 
negativ 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist das Pikrat keiner der beiden 
natiirlichen Substanzen mit dem des synthetischen 2-Oxy-6-Amino- 


purins identisch. 
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Das von Buell und Perkins (2) aus Schweineblut isolierte Oxy- 
adenin konnte im Blute der hiesigen Tiere nicht nachgewiesen werden. 
Ich mu folglich feststellen, daB diese Substanz im Blute der Schweine 
kein regelmaBiger Bestandteil ist: vielleicht ist sein Vorkommen von 
der Art der Ernahrung der Tiere abhangig!. Die vorliegende Arbeit 
wurde im spiaiten Winter ausgefihrt. 

Da ich nicht im Besitz der von Buell und Perkins isolierten Sub- 
stanz war, und die Angaben beziiglich der Kristallform des Pikrats, sowie 
des Verhaltens im Schmelzpunktréhrchen fehlen, so kann ich nur fest- 
stellen, daB sich dieses Pikrat von dem des 2-Oxy-6-aminopurins durch 
die orangegelbe Farbe unterscheidet. 

Was das von EF. Cherbuliez und K. Bernhard (1. ¢.) aus dem Croton- 
samen erhaltene Isoguanin betrifft, so wurden groBe Unterschiede 
zwischen den Angaben der Autoren und dem synthetischen 2-Oxy- 
6-aminopurin von LL. Fischer gefunden. Das Isoguaninsulfat verkohlt 
bereits bei 230 bis 250°, das synthetische 2-Oxy-6-aminosulfat dagegen 
erst bei 290°. Das Isoguaninpikrat ist amorph und zersetzt sich im 
Kapillarrohr bei 260°; das synthetische dagegen ist kristallinisch und 
bleibt bis 300° unverandert. 


Zusammenfassung. 


Das 2-Oxy-6-aminopurin konnte im Schweineblut nicht nach- 
gewiesen werden. Das Oxyadenin und Isoguanin wurden auf Grund ihrer 
Beschreibung mit dem synthetischen 2-Oxy-6-aminopurin von E. Fischer 
verglichen; tiber das Oxyadenin von Buell und Perkins kann mangels 
genauerer Angaben nichts Entscheidendes gesagt werden. Es erscheint 
unwahrscheinlich, daB Isoguanin mit dem 2-Oxy-6-aminopurin iden- 
tisch ist. 

Literatur. 

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 80, 2226, 1897. 2) J. of biol. Chem. 
72, 1927. 3) Inst. de Chim. biol. 8, 1931. 4) Helv. Chim. Acta 15, 464 
—471, 1932. 5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 686—708. 6) Zeitsehr. 
f. physiol. Chem. 60, 69-——78, 1909. 7) Helv. Chim. Acta 15, 978—980, 
1932. 


1 Erwahnt sei die sogenannte .,Guaningicht‘*, Virchows Arch. 35 u. 36. 














Beitrag zur Aktivierung 
des Kathepsins durch Blausiure und Glutathion. 


Von 
T. Mayr und G. Borger. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1934.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bei der Blausiureaktivierung von Milzkathepsin! fiel uns in einer 
friiheren Arbeit? auf, daB die Eigenspaltung des rohen Glycerinextraktes 
durch KCN-Zusatz gehemmt wird. Es gelang uns noch wahrend der 
Drucklegung der Arbeit festzustellen, daB diese Hemmung nur eine 
scheinbare war, die auf die iibliche auch von uns gebrauchte Methodik 
zuriickgefiihrt werden mubte. Nach den Angaben von JWillstdtter und 
Grassmann® steigt der Aktivierungseffekt der Blauséure wahrend einer 
gewissen Vorbereitungszeit des Enzyms (ohne Substrat) durch Cyan- 
wasserstoff zu maximaler Wirkung an und sinkt dann wieder etwas 
ab zu einem konstanten Wert. Bei unseren Gelatinespaltungen durch 
Milzkathepsin fanden wir die gleiche Erscheinung: als wirkungsvollste 
Vorbehandlungszeit konnten wir etwa 1 Stunde feststellen. Wir be- 
handelten deshalb bei allen Versuchen mit aktiviertem Kathepsin 
1 Stunde mit dem Aktivator ver, brachten erst dann das Substrat zum 
Ansatz und nahmen diesen Zeitpunkt als Beginn der Spaltungszeit. 
Dabei tibersahen wir, daB bei unseren eiweibreichen Glycerinlésungen 
schon wahrend der Vorbereitungszeit eine Spaltung vor sich ging, die 
zwar im Verhiltnis zu den hohen Gelatinespaltungen nicht in Er- 
scheinung trat, die aber bei Eigenspaltungsversuchen sofort meBbare 
Fehler ergab. Denn die Enzymlésung war ja unter diesen Umstanden 
bei Aktivierung 1 Stunde linger im Versuch als bei nicht aktivierten 
Ansitzen und gerade in dieser ersten Stunde der Vorbehandlung, die 
wir nicht in die Spaltungszeit einrechneten, fand, entsprechend der 
hohen Anfangsgeschwindigkeit, die gréBte Spaltung in den eiweib- 
reichen Rohlésungen statt. 

Kin klares Bild iiber diese Verhaltnisse gibt Tabelle I. Sie zeigt, 
daB die Eigenspaltung mit zunehmender Vorbereitungszeit abnimmt, 
daB aber ein deutlicher Aktivierungserfolg festzustellen ist, wenn der 


! Herstellung des Milzextraktes: 1 Teil Milzbrei (hier Schweinemilz), 
1 Teil m/3 Phosphatpuffer pH 5, 3Teile Glycerin, 87°%ig, 2 Stunden 
schiitteln, nach 24 Stunden dazu 1 Teil Wasser, zentrifugieren, filtrieren. 
Siehe auch unter 2. * Arch. f. exper. Path. 164, 469, 1932. 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 184, 1924. 
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Tabelle I. 
Ansitze: 30cem Milzextrakt, 6,0cem m3 Phosphatpuffer, po 4, lg 
Gelatine, 2,4cem 6° ,ige KCN-Lésung (0,044 mol.), Volumen 
50,0 cem, mit Essigsiure auf po 4,0 gebracht.  Spaltungszeit 
6 Stunden. 40°. Bei Eigenspaltung Substrat durch H,O ersetzt. 
Amino-N-Bestimmung nach van Slyke mit je 9,0 cem. 





Gelatinespaltung Gelatinespaltung 


Ligenspaltung . : 
Eigenspal = (+ Eigenspaltung) (— Eigenspaltung) 


Aktivierung 


Zuwachs an mg Amino-N 


Ce el ang a gan 8 ce 1,46 1,73 0,27 
KCN ohne Vorbehandlung. . 1,74 2,19 0.35 
, 15 Min. Vorbehandlung . 1,31 2.08 0,77 
os - ‘ 1,12 2,04 0,92 

60 2 : 1.05 1,88 0.83 


Aktivator ohne Vorbereitungszeit dem Ansatz zugesetzt wird. Bei der 
Gelatinespaltung kommt dieser durch die Aktivierungszeit verursachte 
Verlust an Eigenspaltung nicht ohne weiteres zum Vorschein, obwohl 
in diesem Beispiel der Anteil der Eigenspaltung sehr hoch ist; er wird 
aber sofort deutlich, wenn man die 

Gelatinespaltung mit einstiindiger 60r 
Vorbereitungszeit mit der ohne 








Vorbereitungszeit aktivierten Spal- ” 
tung vergleicht. > 
Der zeitliche Ablauf der Akti- =“ 
vierung durch Blausaure bei einer P al 
Kigenspaltung geht aus Abb. 1 . 
hervor. Sie zeigt, daB sich inden 8 gy 
ersten 2 Stunden die Aktivierung 
nochnichtauswirkt: sie beginnterst 40! 
in der zweiten Stunde und nimmt 
bis zur siebenten Stunde allmahlich o2¢ 68 a. 6 8 20 i 
zu, um von da ab ungefabr gleich- iit: eae 
bleibend bis zum Versuchsende Ansatz wie bei Tabelle 1. 


weiterzuwirken. (Bei alteren Ex- 

trakten setzt die Aktivierung gewoéhnlich friiher ein, vgl. Abb. 6, und 
wirkt meistens auch starker.) Die Vorbehandlungszeit mit dem 
Aktivator ware also an sich notwendig, wenn der Aktivierungseffekt 
gleich bei Versuchsbeginn in voller Starke wirksam sein soll. Bei 
Eigenspaltung eiweibreicher Loésungen ist aber der Fehler geringer, 
wenn man auf die Vorbereitungszeit verzichtet, weil sonst der hohe 
Anfangswert wahrend der Aktivierungszeit verloren geht. Bei Substrat- 
spaltungen durch eiweibreiche Enzymlésungen ist es notwendig, die 
GréBe der Eigenspaltung wahrend der Vorbereitungszeit wenigstens zu 
kennen, damit man sie eventuell beim Endresultat beriicksichtigen kann. 











os T. Mayr u. G. Borger: 


Der Ablauf der Blausiureaktivierung bei Substratspaltungen geben 
die Abb. 2 bis 5 wieder. Auch hier zeigt sich, daB der Aktivierungs 
erfolg im wesentlichen erst um die zweite Versuchsstunde deutlich wird, 
mit Ausnahme der Gelatinespaltung, wo sich schon kurz nach Versuchs- 
beginn die Wirkung des Aktivators bemerkbar macht. Die Kurven 
zeigen auBerdem, dab eine Aktivierung durch Blausaéure nicht nur be: 
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Abb. 2. Gelatinespaltung. Abb. 4. Serumalbuminspaltung. 
Ansatz wie bei Tabelle 1. Ansatz wie oben. Substrat 1g 
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’ Abb. 3. Edestinspaltung. Abb. 5. Peptonspaltung. 
Ansatz wie oben. Substrat 1 g Edestin Ansatz wie oben. Substrat lg 
(Hoffmann-La Roche). Witte-Pepton. 


Gelatine, sondern auch bei Edestin, Serumalbumin, Pepton und eigenem 
Organeiwei8 (Eigenspaltung) méglich ist. Wir kénnen also die Befunde 
von Kleinmann, der nur bei der Spaltung von Gelatine eine KCN- 
Aktivierung beobachtet, sie aber fiir Serumalbumin, Edestin, eigenes 
OrganeiweiB u.a. ablehnt, nicht bestécigen!. 

Die Spaltung der genannten Substrate kann auBer durch KCN 
auch durch reduziertes Glutathion mit gleichem, meist sogar mit etwas 
gréBerem Erfolg aktiviert werden, wie wir mehrfach festgestellt haben. 
Die Aktivierung einer Eigenspaltung durch reduziertes Glutathion 
zeigt Abb. 6. Der fiir diese Spaltung verwendete schon etwas altere 


? Diese Zeitschr. 241, 108, 283, 1931; 251, 275, 1932; 252, 145, 1932. 
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Extrakt zeigt zundchst eine hohe Aktivierung durch Blauséure. Er 
ist durch die zugesetzte KCN-Menge fast vollstindig aktiviert; in 
Anwesenheit von 0,066 mol. KCN erfolgt nach 24 Stunden Spaltung 
noch eine Erhéhung der Wirkung um 0,15 mg Amino-N, bei 0,088 mol. 
KCN aber schon wieder ein Absinken auf den in der Abbildung angege- 
benen Wert. Die Aktivierung durch reduziertes Glutathion ist starker 
als die durch KCN; hier ist bereits eine vollstandige Aktivierung er- 
reicht, die auch in Anwesenheit von 
m/100 red. Glutathion nicht mehr 
erhéht wird. Werden nun aber 
beide Aktivatoren gleichzeitig an- 
gewendet, so erfolgt noch einmal 
eine weitere deutliche Steigerung 
des Aktivierungserfolges. Das 
Zustandekommen dieser Erschei- 
nung konnten wir noch nicht rest- 


Zuwachs an mg Amino-N 





a va O2¥EESUMRMBBHM2HM 
los klaren. Wir dachten daran, Stunden 


daB die Haltbarkeit des redu- Abb. 6. Eigenspaltung durch Blausiure 
+ red. Glutathion aktiviert. 

3 ; “ a 8S Ansatz wie oben. 115 mg red. Gluta- 

heit des reduzierenden K CN gréBer thion (0,0075 mol.). 


sein kénnte und fanden diesen 

Gedanken bestatigt, wie Tabelle II zeigt. Reduziertes Glutathion 
bleibt, wie hier festgestellt ist, bei 40° in Anwesenheit von KCN 
24 Stunden lang unveraindert erhalten, wahrend es unter gleichen 
Umstanden ohne KCN teilweise oxydiert und damit als Aktivator 
unwirksam wird!. Die Abb. 6 unterstiitzt diese Annahme nicht un- 
bedingt, weil sich die Wirkung der doppelten Aktivierung schon von 
Versuchsbeginn an zeigt. Es bedarf diese Erscheinung also noch 
weiterer Klérung. 


zierten Glutathions in Anwesen- 


Die Untersuchungen wurden durchgefiihrt mit Unterstiitzung der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 


Tabelle II. 


Haltbarkeit des reduzierten Glutathions mit und ohne KCN. 
Ansatz: 3,09mg_ reduziertes Glutathion, 2,0cem m/3 Phosphatpuffer, 
Volumen 6,0cem, po = 4. KCN 6%ig, 0,lcem. Glutathion- 
bestimmung durch Jodtitration mit KJ-Zusatz (siehe Zeitschr. f. 


physiol. Chem. 217, 255, 1933). 





Stunden bei 40° 


0 2 8 24 


mg red. Glutathion 8,09 3,02 2,82 2,23 Ohne KCN 
mg red. Glutathion 3,09 8,15 3,09 3,09 Mit KCN 


1 Vgl. auch Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 255, 1933. 











Uber die enzymatische Umwandlung 
von Phosphoglycerinsiure in Brenztraubensiure 
und Phosphorsiure. 


Von 
K. Lohmann und 0. Meyerhof. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die enzymatische Umwandlung der Phosphoglycerinséure in 
Brenztraubensaure und Phosphorsaure ist nach Embden! und Meyerhof* 
ein wesentlicher Schritt beim Abbau der Kohlenhydrate zu Milch- 
saure sowie Alkohol und Kohlensaure. Die Formulierung ist nach 
Embden: 


CH,O(PO,H,). CHOH . COOH — CH,.CO.COOH + H,PO,. 


Diese Aufspaltung der Phosphoglycerinsaéure ist keine einfache 
Hydrolyse (wobei Glycerinsiure und Phosphorsdiure entstehen wiirden), 
sondern ein zusammengesetzter Vorgang, da auBer Abspaltung von 
Phosphorsaure eine intramolekulare O-Verschiebung stattfindet. 

Die enzymchemische und chemische Untersuchung dieser Reaktion 
ergab folgendes: Die enzymatische Aufspaltung in Brenztraubensaure 
und Phosphorsdure wird nicht durch ein Ferment allein bewerkstelligt, 
sondern nur zusammen mit einem Co-Fermentsystem, und zwar der 
Adenylpyrophosphorsaure und einem Mg-Salz. In Abwesenheit eines 
oder beider Co-Fermente wird keine Phosphorsiure abgespalten. Dabei 
findet aber eine Umwandlung im Molekiil statt ; es entsteht eine P-haltige 
Verbindung, die als schén kristallisiertes AgBa-Salz isoliert wurde. 
Die neue Verbindung wird bei der Saurehydrolyse (60 Minuten in n HC! 
bei 100°) quantitativ in Brenztraubensaéure und Phosphorsaure gespalten. 
Mit Hypojodit bildet sie unter Verbrauch von 6 Aquivalenten Jod (wie 
die Brenztraubensaiure) Jodoform und Phosphorsaure. Beide Reaktionen 
dienen zum quantitativen Nachweis der Verbindung, da Phospho- 
glycerinsdiure unter diesen Bedingungen nicht angegriffen wird. Die 
weitere chemische Untersuchung (vgl. 8.63) ergab, da die Ver- 
bindung als eine Brenztraubensiure-Phosphorsiure (Phosphobrenz- 


Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. — 
2 Meyerhof u. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933; 267, 313, 1933. 
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traubensaure) aufzufassen und ihr eine der folgenden Konstitutionsformeln 
zuzuschreiben ist: CH, = C(. OH, PO,)—COOH, oder wahrscheinlicher : 


O. H, PO;* 


CHa, ( CS OH. 


So 

Die Phosphobrenztraubenséure ist ein obligates Zwischenprodukt 
bei der enzymatischen Aufspaltung der Phosphoglycerinsdure in Brenz- 
traubenséiure und Phosphorséure: Die Geschwindigkeit ihrer Bildung 
ist wesentlich gréBer als die Dephosphorylierung; ferner wird ihre 
Bildung aus Phosphoglycerinséure in Gegenwart von Fluorid im co- 
fermenthaltigen wie -freien Muskelextrakt véllig gehemmt, wahrend die 
isolierte Verbindung auch in Gegenwart von Fluorid durch co-ferment- 
haltigen Extrakt in Brenztraubenséure und Phosphorsiaure aufgespalten 
werden kann. Der Mechanismus der Fluoridhemmung der Milchsaure- 
bildung besteht danach in der elektiven Hemmung der Phospho- 
glycerinsiureumwandlung in Phosphobrenztraubensdure, und nicht in 
einer Hemmung der Phosphatase. Weiterhin ist bemerkenswert, dab 
die Phosphoglycerinsaure und die Phosphobrenztraubensdure im 
co-fermentfreien Muskelextrakt in einem enzymatischen Gleichgewicht 
stehen, das bei 20° bei 71°, Phosphoglycerinsiure liegt (ebenso in 
ausgewaschener Trockenhefe). Das Gleichgewicht wird von jeder 
Seite zur gleichen Zeit erreicht. Es wird mit steigender Temperatur 
nach der Seite der Phosphobrenztraubensdure verschoben. So gelingt 
durch abwechselndes Erwairmen und Abkithlen der Fermentlésung die 
Verschiebung des Gleichgewichts in derselben Weise, wie sie fiir das 
enzymatische  Gleichgewicht Hexosediphosphorsiure <~ 2-Triose- 
phosphorsaure beschrieben ist!, allerdings in weniger ausgesprochenem 
Mabe. 

Mit diesen beiden umkehrbaren Reaktionen sind zwei Vorgiinge be- 
kannt geworden, die, was die Milchséiurebildung aus Hexosediphosphor- 
saure betrifft, riicklaufig gefiihrt werden kénnen; es ist daran zu denken, 
daB sie fiir die Synthese von Glykogen aus Milechséure in der Pasteur- 
Meyerhofschen Reaktion von Bedeutung sind. 


Experimenteller Teil. 
I. Methodik. 


Es wurden Muskelextrakte aus Frosch- (R. temporaria) und Kaninchen- 
muskulatur verwendet. Durch zwei- bis dreistiindiges Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur werden die Extrakte inaktiviert oder durch Dialyse in 
leicht durchlassigen Kollodiummembranen gereinigt (,,inaktivierte’* bzw. 
.dialysierte’’ Extrakte, vgl.*). Fiir die Versuchsansaitze wurde im ail- 


* Vgl. Fromageot, Pelletier u. Ehrenstein, Bull. Soc. Chim. France (4) 
51, 1283, 1932. — ! Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
2 Lohmann, ebenda 271, 264, 1934. 
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gemeinen je 1,0 cem Extraktgemisch (mit Bicarbonat und Phosphat ge- 
pufferter Extrakt) mit 1,0 cem Zusatzen (Substrat bzw. mit Co-Fermenten) 
versetzt und mit 5,0 cem 4° >iger Trichloressigsaure enteiweibt. 

Die anorganische Phosphorséure wurde nach der iiblichen Methodik 
bestimmt, die Brenztraubenséiure qualitativ nach Simon und Piaus', 
quantitativ nach Newherg-Case?*. 

Die Bestimmung von Phosphoglycerinsiure und Brenztraubensiure 
phosphorsaiure nebeneinander beruht darauf, daB die Phosphobrenztrauben 
siure nach 60 Minuten langer Hydrolyse in n HCl bei 100° (im = zuge 
schmolzenen Réhrehen) quantitativ in Brenztraubenséiure und Phosphor 
saure gespalten wird, wahrend die Phosphoglycerinséure dann nur zu wenige! 
als 1°, zu Glycerinsiure und Phosphorséiure hydrolysiert ist. Der bei 
einstiindiger Hydrolyse abgespaltene P entspricht also der Phosphobrenz 
traubensaiure, wenn, was praktisch in dialysierten und auch in inaktivierten 
Extrakten der Fall ist, keine anderen ebenso leicht hydrolysierbaren P-Ver 
bindungen vorhanden sind. Bei Verwendung dialysierter Extrakte ist ebenso 
bequem die Bestimmung des Jodverbrauchs. Hierfiir werden 2,0. bis 
3,0cem des Trichloressigsiurefiltrats neutralisiert, mit 1,0cem n/10 Jod 
und 1,5 cem n/10 NaOH 10 bis 20 Minuten bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen und nach Ansiuern mit 1,0 cem n HCl mit n/100 oder n/200 Thio- 
sulfat titriert. 1,0 cem n/100 Thiosulfat entspricht 0,146 mg Brenztrauben- 
siure bzw. 0,118 mg P,O,;. Phosphoglycerinsdure reagiert nicht mit alkali- 
schem Hypojodit. Ferner kann das mit Hypojodit abgespaltene Phosphat 
als Ma fiir die vorhandene Phosphobrenztraubensaure dienen, z. B. wenn 
Brenztraubensiure und Phosphobrenztraubensiure nebeneinander  vor- 
liegen, die beide betreffs des Jodverbrauchs sich vo6llig gleich verhalten. 
Als Methode der Wahl diente die Hydrolysemethode mit anschlieBender 
P-Bestimmung. 


II. Isolierung der Phosphobrenztraubensdure. 

Prinzip: Man verwendet zweckmaBig fiir die Isolierung einen durch 
Dialyse von diffusiblen Zellinhaltssubstanzen gereinigten Kaninchenmuskel- 
extrakt. Das Gleichgewicht ist bei héherer Temperatur nach der Seite 
der Phosphobrenztraubenséure verschoben. Die Phosphobrenztraubensiéure 
wird von der unverinderten Phosphoglycerinséiure als sehr viel leichter 
lésliches Ba-Salz abgetrennt. Die Reindarstellung erfolgt als kristallisiertes 
Ag Ba-Salz. 

Isolierung: 200cem Kaninchenmuskelextrakt 5 Stunden dialysieren, 
mit 20cem 2,6°% igem Bicarbonat versetzen, 5% CO, in N, durchleiten, 
auf 50° erwairmen, neutralisierte Phosphoglycerinsiure mit etwa 1g P,O, 
in 400 cem (auf 70° erwarmt) zugeben und etwa 2 bis 3 Minuten unter 
tiichtigem Umriihren stehenlassen. Mit 60 cem 40° iger Trichloressigsaure 
enteiweiBen, abkiihlen, EiweiBniederschlag absaugen, Lésung neutralisieren, 
mit Ba-Acetat versetzen und mit dem 1'/,fachen Volumen Alkohol fallen. 
Abzentrifugierten Niederschlag mit wenig Wasser waschen und nach dem 
Ausfaillen mit Alkohol und Ather entwassern und trocknen. Niederschlag 
in méglichst wenig n HNO, lésen, auf etwa 50 ccm auffiillen und tropfen- 
weise mit verdiinnter NaOH neutralisieren, bis Kongopapier nicht mehr 
geblaut wird. Nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank Kristalle von 


! Simon u. Piaux, Bull. Soc. chim. biol. 6, 477, 1924. — #2 Case, 
Biochem. J. 26, 753, 1932. 
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saurem phosphoglycerinsaurem Ba abzentrifugieren', mit wenig Wasser 
nachwaschen und die vereinigten Lésungen (gegebenenfalls nach noch 
maligem Abtrennen der schwerer léslichen Anteile bei neutraler Reaktion) 
auf 100 cem auffiillen, bis py etwa 8,5 neutralisieren und auf | P etwas 
mehr als 1 Ag als AgNO, zugeben, und mit dem halben Volumen Methy!l- 
alkohol im Dunkeln stehenlassen. Das rohe AgBa-Salz, das zumeist 
amorph ausgefallen ist, in verdiinnter HNO, (etwa 500 mg Salz in 25 bis 
50 cem n/10 HNO.) lésen, mit 200 com warmem Wasser verdiinnen, unter 
gutem Umriihren mit n/10 NaOH neutralisieren und sofort von braunen 
Ag-Verbindungen absaugen. Beim Erkalten fallt das Ag Ba-Salz kristalli- 
nisch aus (Nadeln); aus der Mutterlauge werden weitere Mengen durch 
Zusatz des halben Volumens Methylalkohol ausgefallt. Umkristallisieren 
am besten in derselben Weise, weniger zweckmaBig aus heiBem Wasser, in 
dem die Verbindung nur wenig leichter léslich ist als in kaltem. Andere 
Salze konnten nicht kristallinisch erhalten werden. 


III. Chemische Untersuchung. 


1. Elementaranalyse?. 5,170 mg: 1,53 mg CO,, 0,91 mg H,O; 4,263 mg : 
1,40mg AgCl; 12,18 mg: 6,18 mg BaSO,; 6,223 mg: 28,39 mg P-Ammonium- 
molybdat. 

C,H,O, PO,Ag Ba, 2 H,O (Mol.-Gew. 446,35). 

Gef.: C 8.07%, H 1,97%, P 6.63%, Ag 24.2%, Ba 29.9%. 
Ber.: C 8,07%, H 1,39%, P 6,94%, Ag 24,7%, Ba 29,6 %. 

Gewichtsverlust beim Trocknen iiber P,O; bei 78° und 1/j99, mm Hg 
nach 5 Stunden 3,82; berechnet fiir 1H,O 4,04°,. Bei 100° weiterer 
Gewichtsverlust unter zunehmender Verfarbung. 


2. Geschwindigkeit der Hydrolyse in n HCI bei 100°: 





Zeit Gespalten , Zeit Gespalten 

: k. 10-38 : k.10 
Min. 9/6 Min. Oly 

5 33 30 93 (2,8) 
10 56 69 109 

20 50 





> 


3. Bestimmung der Brenztraubensdure nach Hydrolyse in n HCl bei 
100°. Nach Ausfallung von Ag und Ba 60 Minuten hvdrolysieren. Neben 
der qualitativen Farbreaktion Fallung der Brenztraubensiure nach 
Neuberg® mit Dinitro-phenylhydrazin in salzsaurer Loésung als Brenz- 
traubensiure-dinitro-phenylhydrazon. FF. im Berlblock 219°, F. eines 
Priparats aus Brenztraubensaiure 219°, Misch-F. 219°. Quantitative Be- 
stimmung nach Neuwberg-Case: Vorgelegt 4,66 mg Ag Ba-Salz mit 0,92 mg 
Brenztraubensaure; nach Hydrolyse 0,87 mg gefunden 95 °, der theoreti- 
schen Menge. 


1 Die zuriickgewonnene Phosphoglycerinsiure kann fiir einen weiteren 
Ansatz verwendet werden. — ? Ausgefiihrt von Herrn Dr. Roth, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie am Kaiser Wilhelm-Institut. 3 Simon u. Neuberg, 
diese Zeitschr. 232, 479, 1931. 
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4, Oxydation mit Hypojodit. 3,25 mg AgBa-Salz mit 0,64 mg Brenz 
traubenséiure verbrauchten 4,31 cem n/100 Thiosulfat 0,63 mg Brenz 
traubensaure; gef. 5,9 Aquivalente Jod statt theoretisch 6,0. 

5. Katalytische Hydrierung'. Die Phosphobrenztraubensaure (13,6 mg 
Ag Ba-Salz mit 2,69 mg Brenztraubensiure in 0,5 cem nach Ausfallen von 
Ag und Ba mit HCl und H,S0O,) verbrauchte in 30 bis 60 Minuten bei 20 
1,95 Mole Wasserstoff (theoretisch 2,0). Verwendet wurde ein Kieselsaure 
Platinkatalysator (5 mg in 1,5 cem Wasser) der Membranfilter-Gesellschaft 
Gottingen. Die Phosphorséure wird abgespalten. 

6. Bromierung. Die freie Saure nimmt unter Abspaltung von Phosphor 
siure 2 Atome Brom auf, wobei 1 Atom Br sofort in der wasserigen Lésuny 
ional, das zweite nach Reduktion mit Na-Amalgam abgespalten wird 
Versuch: Eine Lésung der Phosphobrenztraubensaure wurde mit 9,6 mg Bi 
(etwas weniger als die errechnete Menge) versetzt, und in schwach salpete1 
saurer Lésung mit AgNO, gefallt; gefunden 11,71 mg Ag Br 4,98 mg Bi 
2°, des zugesetzten Broms. Nach Entfernen des iiberschiissigen Silber 
nitrats mit H,S und Durchliiften wurde mit Na-Amalgam reduziert; nach 
Faillung mit AgNO, in salpetersaurer Lésung gefunden 10,58 mg AgB 


5 


450mg Br = 47%. Als Reduktionsprodukt entsteht quantitatiy 
Milchsaure, die in der iiblichen Weise nachgewiesen wurde. 
7. Aufspaltung durch Hg-Salze. Durch Zusatz von HgCl, zu eine: 


neutralen oder sauren Lésung von Phosphobrenztraubensaiure wird die 


Verbindung schon bei Zimmertemperatur augenblicklich quantitativ in 
Brenztraubenséure und Phosphorséure aufgespalten. Die Ausfallung des 
Hg kann unmittelbar nach Zusatz des HgCl, als HgO oder HgS geschehen. 
Ag-, Pb- und Cu-Salze wirken sehr viel schwacher und auch erst in hohen 
Konzentrationen. 

8. Oxydation mit Permanganat. In sodaalkalischer Lésung wird die 
Phosphobrenztraubensaiure in wenigen Minuten unter Abspaltung von 
Phosphorsaure oxydiert, und zwar wesentlich schneller als die Brenztrauben 
siure (Zimmertemperatur). Mit iiberschiissigem K MnO, und Riicktitration 
des Uberschusses (jodometrisch) werden fiir beide Verbindungen gleichmaBig 
je nach der GréBe des Uberschusses und den Versuchsbedingungen 5 bis 
9 Aquivalente Sauerstoff pro Molekiil Brenztraubenséure verbraucht. 
Phosphoglycerinsiure wird unter diesen Bedingungen nicht angegriffen. 

Aus diesen Eigenschaften ergibt sich die Formulierung der Ver- 
bindung als eines Phosphorsdureesters der Brenztraubensaure. — Die 
bisherigen Praparate besaBen eine geringe Rechtsdrehung ({%], = + 1°). 
die mit der Formulierung CH, = C(OH,PO,).COOH_ unvereinbar 
ist, falls die optische Aktivitat der Verbindung selbst zukommt und nicht 
einer Verunreinigung (was wenig wahrscheinlich ist, da mehrfach 
umkristallisierte Praparate verwendet wurden) oder einer in der Lésung 
vorhandenen Gleichgewichtsform mit asymmetrischem C-Atom. Im 
anderen Falle kame allein die Formulierung nach Fromageot in Betracht. 
Beide Formen werden den charakteristischen Reaktionen der Ver- 
bindung, insbesondere ihrem Verhalten gegeniiber Hg-Salzen, Brom 
und Permanganat, in gleicher Weise gerecht. 


1 Ausgefiihrt von Herrn Dr. .Wdéller, Heidelberg, Institut fiir Chemie am 
Kaiser Wilhelm-Institut. 
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Der Verlauf cer Bromierung ist danach der folgende: Aus der 
Phosphobrenztraubensaure (I) entsteht unter Abspaltung von Phosphor- 
sure Dibrommilchsaure (Il), die sofort! unter Abspaltung von 1 H Br 
in Monobrombrenztraubensaure (II1) itibergeht; diese gibt bei der 
teduktion mit Na-Amalgam unter Abspaltung des zweiten Bromatoms 
Milchsaéure (IV): 


CH, CH, Br CH,Br < Na CH; 
( ae fo 
) te OO -H,PO, >CO  +HBr—""" +CHOH+ HBr. 
_ OH,P Os 
CSoH COOH COOH COOH 
I Il I IV 


Die katalytische Hydrierung erfolgt langsamer als die Hydrierung 
von einfachen Doppelbindungen, wie z. B. in der Sorbinséure. Es kann 
bisher nicht entschieden werden, ob zuerst die Hydrierung der Doppel- 
bindung in der Phosphobrenztraubensiure erfolgt und dann erst die 
reduktive Abspaltung der Phosphorséure oder umgekehrt. Milchsaure 
erscheint jedenfalls nicht als Zwischenprodukt, da sie unter den Versuchs- 
bedingungen nicht reduziert wird. 

Auffallig ist der leichte Zerfall der Phosphobrenztraubensaure in 
Gegenwart von Hg-Salzen. Es handelt sich hier offenbar ebenso wie bei 
der Reaktion von Acetylen mit Hg-Salzen um eine Wassereinlagerung. 
Dies ist ein Beispiel dafiir, wie ein Schwermetallsalz als ,,Phos- 
phatase‘ wirken kann. 

Die enzymatische Aufspaltung der Phosphoglycerinséure in Brenz- 
traubensdure und Phosphorsaure ist also so zu schreiben: 


OH, PO, 


—H,0 
vias OH 


CH, .O0(P03H,). CHOH. COOH CH, = C C< 


+ H,O ‘ . 
2 > CHs.CO.COOH + Hy PO, 

Die Wirkung des umlagernden Ferments besteht danach in einer 
Dehydratisierung und einer Wanderung der Phosphorsiure, die hydro- 
lytische und enzymatische Dephosphorylierung der Phosphobrenz- 
traubensdure in einer Wassereinlagerung. 


IV. Enzymatische Dephosphorylierung der Phosphoglycerinsdure und der 
Phosphobrenztraubensdure. 

In inaktiviertem und dialysiertem Muskelextrakt wird aus beiden 
Verbindungen keine Phosphorsiure abgespalten. Erst nach Zusatz 
von Adenylpyrophosphat und einem Mg-Salz findet wie in frischen 
Extrakten eine Dephosphorylierung statt. Eine mehr oder weniger 
starke Abspaltung erfolgt auch nach Zusatz gréBerer Mengen Adenyl- 


1 Wislicenus, Liebigs Ann. 148, 208, 1868. 
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pyrophosphat allein, da offenbar dann die geringen im Muskelextrakt 
vorhandenen nichtdialysablen Mg-Mengen zur Aktivierung ausreichen 
(Versuche 1 und 2). Hierbei werden aquivalente Mengen Brenztrauben- 
saure und Phosphorsaéure gebildet (Versuch 3). 


Bei der Einwirkung der Adenylpyro-Phs. in Gegenwart von Phospho- 
glycerinsaure und Phosphobrenztraubenséure findet keine ,,Einsparung* 
der Adenylpyro-Phs. statt, wie sie in ganz ausgesprochener Weise bei der 
Co-Fermentwirkung der Adenylpyro-Phs. auf die Kreatin-Phs.-Spaltung! 
und, in weniger deutlichem Mae, bei der Milchsaurebildung? gefunden 
wurde. Durch die Dephosphorylierung und Desaminierung der Adenyl- 
pyro-Phs. sinkt ihre Konzentration und damit die Umsatzgeschwindigkeit 
gegebenenfalls bis auf Null. 

Wie Adenylpyrophosphorséure wirkt auch Muskeladenylsaure, aller- 
dings etwas langsamer. Auch durch Inosinpyrophosphorséure wird in 
Gegenwart von Magnesium Phosphoglycerinséiure dephosphoryliert. Lhre 


Wirksamkeit betraigt jedoch — ebenso wie bei.der Milchsaéurebildung und 
der Kreatinphosphorsaurespaltung (Lohmann) — nur einen geringen Bruch- 
teil von der der Adenylpyrophosphorsiure. Diese geringe Co-Ferment- 


wirkung der Inosinpyrophosphorsaure ist auffallig. 


Versuch 1. Enzymatische Aufspaltung von Phosphoglycerin- 
sdiure in Brenztraubenséiure und Phosphorsaure. 
Froschmuskelextrakt, 1 Stunde inaktiviert und 5 Stunden dialysiert. 
Je 1,0 cem Extraktgemisch + 1,0 cem Zusiatze. Zugesetzt 0,97 mg Phospho- 
glycerinsiure-P,O, und Co-Fermente. Inkubationszeit 60 Minuten, In- 
kubationstemperatur 20°. (Ap. bedeutet das leicht hydrolysierbare Phosphat 
der Adenylpyro-Phs.) 











Versuchsansitze: Gespalten in 9/9 
Extraktgemisch amaaen : 
+ Phosphoglycerins&ure ohne Ap. mit 0,01 mg Ap. mit 0,03 mg Ap. 
Onnbre A ke Bes 0 0) 12 
Mit OO0lme Me ..... os 17 70 
Mit 002mg Mg... — 51 76 
Mit 0,04mg Mg..... 0 55 78 


Versuch 2. Enzymatische Dephosphorylierung von Phospho- 
brenztraubensaure. 
Froschmuskelextrakt, 1 Stunde inaktiviert und 6'/, Stunden dialysiert. 
Zugesetzt 0,88 mg  Phosphobrenztraubenséiure-P,O, und Co-Fermente. 
Inkubationszeit 30 Minuten, Inkubationstemperatur 20°. 








Versuchsansitze: Gespalten in 9/ 
Extraktgemisch + Phospho- ——— ee 
brenztraubensdure ohne Ap. mit 0,0lmg Ap. mit 002mg Ap. mit 0,04mg Ap. 
CONMOAIEE coe guide s 2 4 7 25 
Mit 0.lmg Mg.... —_ 40 58 91 
Mit 0.2mg Mg... . 3 44 70 96 
1 Lohmann, diese Zeitschr. 271, 264, 1934. — ? Derselbe, ebenda 241, 


78, 1931. 





P 
P 


™ 


9 


Pp 





kt 


en 


ire 
ad 


h- 


n- 








Uber die enzymatische Umwandlung von Phosphoglycerinsaéure usw. 67 


Versuch 3. Enzymatische Aufspaltung von Phosphoglycerin- 
saure und Phosphobrenztraubensaiure mit gleichzeitiger Be- 
stimmung von Brenztraubensaure (mit Hypojodit)und Phosphor- 
siure. 

Froschmuskelextrakt, 1 Stunde inaktiviert und 5 Stunden dialysiert. 
Je 3,0cem Extraktgemisch — 3,0cem Zusatze. Aktivierung mit 0,3 mg 
Ap. und 0,3 mg Mg als MgCl,. Inkubationszeit 60 Minuten, Inkubations- 
temperatur 20°. 





P.O 


Substrat 2 
abgespalten 


zugesetzt 


mg Brenztraubensdure 





Substrat P.O. = SS TGRRENDy MSHS RINE SAES ED 
Pris) aus P-Abspal- mit Hypojodit 
mg mg 0i5 tung berechnet gefunden 
Phosphoglycerinsiure . . 2,90 2.84 98 3,52 3,51 
Phosphobrenztraubensaure 2,70 2,56 95 3,17 3,28 


Ergebnis der Versuche I bis 3. Die Adenylpyro-Phs. ist zusammen 
mit einem Mg-Salz das Co-Ferment der Phosphobrenztraubensaure- 
phosphatase. Dies ist eine Teilfunktion ihrer Wirkung als Co-Ferment 
des milchsaurebildenden Ferments. 


V. Das Gleichgewicht Phosphoglycerinsdure = Phosphobrenztraubensdure. 

1. Die Einstellung des Gleichgewichts erfolet in den co-ferment- 
freien Muskelextrakten mit verhaltnismaBig groBber Geschwindigkeit. 
Das Gleichgewicht ist in kurze Zeit inaktivierten Kaninchenmuskel- 
extrakten nach wenigen Minuten, in einem 5 Stunden lang dialysierten 
Extrakt nach spatestens 8 Minuten erreicht (Versuch 4). 

Nach Riickgewinnung der unveranderten Phosphoglycerinsdure 
bildet diese in co-fermentfreiem Muskelextrakt wieder dasselbe Gleich- 


gewicht aus. — Durch sehr lange Dialyse wird das Ferment ge- 
schadigt. 
Versuch 4. Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung. 


Kaninchenmuskelextrakt, 1 Stunde inaktiviert und 5 Stunden dialy- 
siert. Je 1,0cem Extraktgemisch + 1,0cem Zusatze. Zugesetzt 1,90 mg 
Phosphoglycerinséure-P,O;. Inkubationstemperatur 20°. 





Inkubationszeit : 0 5” 10’ 30'' 1’ 7 4’ R’ 16’ 


mg Phosphobrenztrauben- 
saure-P,O,....... O (0,04 0,08 0,15) 0,25 0.83 0,48 0,55 0,54 
Phosphobrenztraubensaure 0 2 4 8 | 138 | 17 | 26 | 2 | 2 


2. Das Gleichgewicht wird sowohl von der Seite der Phospho- 
glycerinsaure wie der Phosphobrenztraubensaure zur selben Zeit erreicht. 
In dem in Abb. 1 wiedergegebenen Versuch 5 war der Umsatz durch 
P-Analyse nach 60 Minuten langer Hydrolyse und durch Bestimmung 


5 
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des Jodverbrauchs gemessen. Die MeBpunkte fallen in der Abbildung 
zusammen. Um bei gut feststellbaren Zeiten messen zu kénnen, ward 
ein langere Zeit (19 Stunden) dialysierter Extrakt verwendet, in dem 
die Reaktion gentigend langsam verlauft. Das Gleichgewicht liegt auch 
hier bei 29°, Phosphobrenztraubensaure. 


Versuch 5; s. Abb. 1. Einstellung des enzymatischen Gleich 
gewichts Phosphoglycerinsiure = Phosphobrenztraubensaure. 


Kaninchenmuskelextrakt, 19 Stunden dialysiert. Je 1,0 cem Extrakt 








gemisch + 1,0 cem Zusaétze mit 1,50 mg Phosphoglycerinséure-P,O; bzw. 
1,55 mg _ Phosphobrenztraubensaure-P, O,. Inkubationstemperatur 20". 
100 
90 T t T Y H Abb. 1 
80 Nn | | | | Enzymatisches Gleichgewicht Phos- 
—— phoglycerinsiure = Phospho- 
S 0 at cite brenztraubenséure im co-ferment- 
2 60 | i | ah } freien Muskelextrakt. 
g s 7 | | O——© Kurve mit  Phospho- 
SS glycerinsiure. 
S$ 40 A t + <———X Kurve mit Phosphobrenz- 
€ » traubensiiure. 
& Das Gleichgewicht mit 71°/) Phos- 
£0 phoglycerinséure bei 20° wird von 
10 J beiden Seiten zur gleichen Zeit 
erreicht. 











070 0 GO 0 0 %0 
Lncub. Zeit in Min 

3. Mit steigender Temperatur wird das Gleichgewicht nach der 
Seite der Phosphobrenztraubensaéure verschoben und auBerdem ent- 
sprechend schneller erreicht. Es liegt bei 0° bei etwa 25°, bei 60° bei 
41°, Phosphobrenztraubenséure (Versuch 6). Die in der letzten Reihe 
yon Versuch 6 angegebenen Werte fiir K sind fiir das Verhaltnis 
Phosphobrenztraubensaure 

: berechnet. 
Phosphoglycerinsaéure 
Versuch 6. Abhangigkeit der Gleichgewichtseinstellung von de: 
Temperatur. 

Kaninchenmuskelextrakt, 5 Stunden dialysiert. Je 1,0 cem Extrakt- 

gemisch + 1,0cem Zusitze mit 1,70 mg Phosphoglycerinsiure-P, O,. 


Erhalten % Phosphobrenztraubensaure. 





Inkubationstemperatur 





Inkubations- WN Ee se oo “oh, FO eas 
zeit 00 200 40° 60° 

eo Sa 41 

ao sok 28 34 41 

iO ae 16 29 35 

45 , ; 25 28 


me 5.x 0,33 0,39 0,54 0,70 
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Durch abwechselndes Erwarmen und Abkiihlen der Ferment- 
losung wird das der jeweiligen Temperatur entsprechende Gleich- 
gewicht eingestellt (Versuch 7). 


Versuch 7. 

Kaninchenmuskelextrakt, 5 Stunden dialysiert und 2 Tage in Eis 
gestanden. 5,0 cem Extraktgemisch -+ 5,0 cem Zusitze mit 6,70 mg Phospho- 
glycerinsiure-P,O,. Jedesmal 2,0 cem zur Analyse entnommen. a) Extrakt 
60 Minuten bei 0°, b) dann 45 Sekunden in ein Wasserbad von 60° ein- 
gestellt, ¢) dann wieder 60 Minuten bei 0°. 





Versuchsansatz: a b c 
', Phosphobrenztraubensaure gef.. . 24 39 


4. Das Gleichgewicht Phosphoglycerinsaure = Phosphobrenz- 
traubensaéure wird bei 2,0 cem Versuchslésung nur bei einer Substrat- 
konzentration bis zu 2 bis 3 mg P,O,; erreicht. Héhere Substratkonzen- 
trationen hemmen in zunehmendem Mabe die Gleichgewichtseinstellung 
sowohl von der Seite der Phosphoglycerinséure wie der Phosphobrenz- 
traubensaure. 

5. MaBige Verdiinnung des Extraktes hat keinen EinfluB auf die 
Gleichgewichtseinstellung. Bei gleicher Substratkonzentration wurde 
mit 0,5cem und 2,0cem Extraktgemisch bei einem Endvolumen von 
2,5cem dasselbe Gleichgewicht erreicht (28 bzw. 29°, Phosphobrenz- 
traubensdure; Temperatur 20°; pro Ansatz 1,65 mg Phosphoglycerin- 
sdure-P,O,). 

VI. EinfluB von Fluorid, Oxalat und Citrat. 

Der EinfluB von Fluorid, Oxalat und Citrat auf die Milchsaure- 
bildung ist zuerst von Embden und Mitarbeitern untersucht worden!. 
Es erfolgt bei vollsténdiger Hemmung der Milchsaéurebildung eine 
starke Phosphorylierung unter Bildung von schwer hydrolysierbaren 
P-Verbindungen?. Aus den mit Fluorid vergifteten Ansatzen wurde 
von Embden® die Phosphoglycerinsiure und von Meyerhof* die 
z-Glycerinphosphorsaure _ isoliert. Nach unveréffentlichten Unter- 
suchungen von Lohmann entsteht auch mit entsprechenden Kon- 
zentrationen Oxalat und Citrat ebenso wie mit Fluorid zur Hialfte 
z-Glycerinphosphorsaure, wahrend aus der anderen Halfte in zum 
Teil schlechter Ausbeute Phosphoglycerinsdure isoliert werden konnte. 

Nach Meyerhof* besteht der spezifische Einflu8 der Fluorid- 
vergiftung der Milchséiurebildung im wesentlichen in der Hemmung 


1 Embden, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8 (1), 369, 1925. — 


2 Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. - 3% Bmbden, Deuticke u. 
Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. — 4 Meyerhof u. Kiessling, diese 


Zeitschr. 264, 40, 1933. 
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der Phosphoglycerinséureaufspaltung in Brenztraubenséure und Phos- 
phorsiure. Dasselbe gilt auch fiir Oxalat und Citrat. Die genauere 
Analyse ergab nun, daB die Umwandlung der Phosphoglycerinsaure 
in Phosphobrenztraubensaure gegentiber Fluorid sehr viel empfindliche: 
ist als die Dephosphorylierung. Mit n/100 bis n/200 Fluorid wird di: 
Reaktion Phosphoglycerinsaure = Phosphobrenztraubensdure von jede: 
Seite aus vollstandig gehemmt und damit auch die Dephosphorylierung 
der Phosphoglycerinsaure, dagegen nicht oder nur in sehr viel ge- 
ringerem Mabe die Dephosphorylierung der Phosphobrenztraubensaure 
Diese P-Abspaltung wird erst mit héheren Fluoridkonzentrationen in 
zunehmendem Mabe gehemmt. 

Der Mechanismus der Oxalat- und Citrathemmung ist zum Teil ein 
anderer. Mit Citrat werden die Gleichgewichtsreaktion und dic 
Dephosphorylierung etwa in gleichem Mabe gehemmt, bei Oxalat ist 
im Gegensatz zu Fluorid die Dephosphorylierung empfindlicher als die 
Gleichgewichtsreaktion. In mit Oxalat vergiftetem Muskelbrei ist daher 
neben Glycerinphosphorséure und Phosphoglycerinsaure immer auch 
eine geringe Menge Phosphobrenztraubensaure nachweisbar. Monojod- 
essigsaure wirkt in Konzentrationen, die die Milchsaurebildung voll- 
standig hemmen, auf die Aufspaltung der Phosphoglycerinsaure nicht 
ein. Erst bei héheren Konzentrationen (m/100) findet man eine geringe 
Hemmung der Gleichgewichtsreaktion. 

1. In der Tabelle von Versuch 8 ist die prozentuale Hemmung der 
Umwandlung von Phosphoglycerinsiure in Phosphobrenztraubensaure 
im co-fermentfreien Muskelextrakt durch Fluorid, Oxalat und Citrat 
zusammengestellt. Dasselbe Ergebnis wird erhalten, wenn man von 
Phosphobrenztraubensaure ausgeht. Mit n/100 Fluorid bleiben dann 
z. B. die zugesetzte Phosphoglycerinsdure bzw. Phosphobrenztrauben- 
siure unverandert. 

Versuch 8. 

Froschmuskelextrakt, 2 Stunden inaktiviert und 3 Stunden dialysiert. 
Je 1,0cem Extraktgemisch + 1,0cem Zusaétze mit 0,93 mg Phospho- 
glycerinsaure-P,O;. Inkubationszeit 15 Minuten, Inkubationstemperatur 20°. 











0), Hemmung mit 





0 .) i 
Cine. a o He mmung mit = Kons. = ; a 
des Zusatzes | Finorid | Oxalat  Citrat | 4S Z2SatzeS  Finorid | Oxalat | Citrat 
miGGo. 72 0 mie. .. 0 67 
m/100.. . 100 0 0 mmo... 95 


2. Die Beeinflussung der Dephosphorylierung der Phosphobrenz- 
traubenséure durch Fluorid, Oxalat und Citrat wurde in einem dialy- 
sierten Froschmuskelextrakt nach Zusatz des Co-Fermentsystems ge- 


messen. 
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Versuch 9. 
Je 1,0cem Extraktgemisch + 1,0cem Zusitze. Zugesetzt 0,58 mg 
Phosphobrenztraubensaure-P,O,, 0,05 mg Ap. und 0,05 mg Mg als MgCly. 
Inkubationstemperatur 20°, Inkubationszeit 60 Minuten. 





Zusatz m/100 Fluorid m/33 Oxalat m/10 Citrat 
°/) Hemmung. . 20 100 100 


VII. Ausgewaschene Trockenhefe. 


Mit ausgewaschener Trockenhefe bildet sich dasselbe Gleich- 
gewicht zwischen Phosphoglycerinsaure und Phosphobrenztraubenséure 
aus wie im co-fermentfreien Muskelextrakt. Die Phosphobrenztrauben- 
siure wurde durch Saurehydrolyse, Oxydation mit Hypojodit und den 
Nachweis der Brenztraubensiure durch Farbreaktion und als Dinitro- 
phenylhydrazon identifiziert. 


Versuch 10. Gleichgewicht zwischen Phosphoglycerinsaéure und 
Phosphobrenztraubenséure mit ausgewaschener Trockenhefe. 

15g Trockenhefe (Léwenbrauhefe) wurden dreimal mit je 50 cem 
m/10 KH,PO, und einmal mit 50 cem Wasser ausgewaschen. Der Riick- 
stand wurde in 12cem Wasser und 1,5cem m/10 Phosphat vom py 6,6 
suspendiert und pro Versuchsansatz 1,5 cem dieser Suspension und 0,5 cem 
Substratlésung mit 1,22 mg Phosphoglycerinsiure-P,O, bzw. 1,35 mg 
Phosphobrenztraubensaure-P,O, verwendet.  Enteiwei®Bung mit 5,0 cem 
4°.iger Trichloressigsiure. Temperatur 25°. 





®) Phosphobrenztraubensiure gef. 


Inkubationszeit: sofort 3 Min. 30 Min. 





mit Phosphoglycerinsaure . 0 22 28 
mit Phosphobrenztrauben- 
EI ae oie ae he 99 49 28 


Wir danken Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 

Die enzymatische Aufspaltung der Phosphoglycerinsaure in Brenz- 
traubensdiure und Phosphorsaure erfolgt nur in Gegenwart eines Co- 
Fermentsystems, und zwar der Adenylpyrophosphorséiure und eines 
Mg-Salzes. 


Im co-fermentfreien Muskelextrakt wird keine Phosphorsdure 
abgespalten. Dabei erfolgt aber eine Umlagerung in eine Verbindung, 
die als kristallisiertes Ag- Ba-Salz isoliert wurde und als Phosphobrenz- 
traubensdure anzusprechen ist. Sie wird bei der Hydrolyse in n HCl 
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bei 100° (Halbwertszeit 9 Minuten) in Brenztraubenséure und Phosphor- 
saure aufgespalten. Dieser Zerfall erfolgt mit Hg-Salzen schon in der 
Kalte. Mit alkalischem Hypojodit werden (wie bei der Brenztrauben- 
sdure) unter Verbrauch von 6 Aquivalenten Jod Jodoform und Phosphor- 
sdure gebildet. Im co-fermenthaltigen Muskelextrakt wird die Phospho- 
brenztraubensiure in Brenztraubenséiure und Phosphorséure  auf- 
gespalten. Die Geschwindigkeit ihrer Bildung aus Phosphoglycerin- 
siure ist erheblich gr6éBer als die der Dephosphorylierung. 

Die Phosphoglycerinsaure steht mit der Phosphobrenztraubensaure 
in einem enzymatischen Gleichgewicht, das bei 20° bei 71° Phospho- 
glycerinsaure liegt. Das Gleichgewicht ist temperaturabhangig; es wird 
mit steigender Temperatur nach der Seite der Phosphobrenztrauben- 
siure verschoben. 

Gegeniiber Fluorid ist die Gleichgewichtsreaktion sehr viel emp- 
findlicher als die Dephosphorylierung, umgekehrt die Dephosphorylierung 
empfindlicher als die Gleichgewichtsreaktion gegentiber Oxalat; Citrat 
hemmt beide Reaktionen in etwa demselben Mabe. 
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Uber die enzymatische Gleichgewichtsreaktion zwischen 
Hexosediphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorsiure. 
II. Mitteilung!: 
Die negative Wiirmeténung der enzymatischen Spaltung?. 
Von 
0. Meyerhof und K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 16, Juli 1954.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die neuentdeckte Reaktion 1 Hexosediphosphorséure 2 2 Dioxy- 
acetonphosphorsaure, die von einem in den Zellextrakten vorhandenen 
Ferment, Zymohexase, katalysiert wird, zeichnet sich durch ver- 
schiedene Besonderheiten aus: Es be- Ms 
steht ein echtes Gleichgewicht, das fiir * 46 
jede Temperatur charakterisiert ist x 





(CDioxyaceton oh ~ 

durch K > : und von 
CHexosephosphors. 

beiden Seiten in Gegenwart von Muskel- 7-4 

extrakt in wenigen Sekunden erreicht 


wird, wobei nur die Geschwindigkeit, 





15-108 


aber nicht die Lage des Gleichgewichts 
von der Fermentkonzentration ab- 
hangt. Dieses Gleichgewicht verschiebt 77% 
sich jedoch stark mit der Temperatur, 
wobei AK, bei + 70°C 100mal so groB 














A ke ‘ a . is ‘ a 1] 
ist wie bei — 7°. Auf Abb. 1 sind die PF i 4? —+60° +70" 
— > 
in der vorausgehenden Arbeit —be- 
, , Sy Sia a Abb. 1. 
stimmten Mittelwerte von Ky fiir die ' Oh scexrns 
% e = Gang der Gleichgewichtskonstanten 
Temperaturpunkte —7; 0; 20; 60; 70° mit der Temperatur. 
I ; > I 
und dazu der neu bestimmte Wert fiir Abszisse: Temperatur in °C. Ordi- 
ot 7 : c nate: A in logarithmischem Ma6. 
40° (4,7 . 10-*)  eingezeichnet. Die Die fiir die einzelnen Temperaturen 


bestimmten Mittelwerte fiir A sind 


y K liece ‘ > ‘ ainer Cer: > 
log K liegen nahezu auf einer Geraden. <a tet ties es 


DaB es sich bei jeder Temperatur um ein 
echtes thermodynamisches Gleichgewicht handelt, wird auBer durch 
die Giiltigkeit der obigen Gleichung durch eine vollkommene Reversi- 


1 T, Mitteilung, diese Zeitsehr. 271, 89, 1934. — * Vorlaufige Mitteilung, 
Naturwiss. 22, 452, 1934. 
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bilitat bei beliebig haufigem Ubergang von einer Temperatur zu 
anderen bewiesen, 
Rechnet man auf Grund der vant’ Hojfschen lsochorengleichung 
, dink ’ 
Q=- kT den Wert fiir Q aus der Temperaturabhangigkeit 
dT 
der K Werte aus, so erhalt man, wenn man die integrierte Form der 
Gleichung benutzt und tir R 1,985, sowie dekad. log einsetzt 
me 4,571 os I Sa ye 
4 1 
Hierbei ist A, fiir 70°C = 22.10-3 und K, fiir — 7°C = 0,18. 10% 
gesetzt. Wegen der nahezu linearen Abhangigkeit des log K von der 
Temperatur erhalt man fast denselben Wert fiir Q, wenn man die 
K,-Werte der Zwischentemperaturen einsetzt. Es miissen danach 
11300 
pro g gespaltener Hexose = — 63 cal auftreten. 
180 
Fir die phosphorylierten Zucker sind Verbrennungswirmen und 
Lésungswairmen nicht bekannt. Dagegen ist die Warmeténung der 
Reaktion: 1 Glucose (gelést) = 2 Dioxyaceton (gelést) berechenbar. 
Die Verbrennungswarme des Dioxyacetons betragt nach Kobel und 


* cal — — 11 300cal. 


Roth! 3810,3 (— 0,7) cal pro g, die Lésungswirme — 44,2 cal: die 
Verbrennungswarme der Glucose 374lcal, die Lésungswarme 
12,5 cal. Die Spaltungswirme miiBte danach — 37 cal betragen, 


waihrend der Unterschied des Energiegehalts der beiden Stoffe in 
fester Form — 68 cal betragt. Fiir Fructose sind die betreffenden 
Warmen nicht genau bekannt, rechnet man mit der Verbrennungswarme 
von 3750 cal, so wird die negative Spaltungswarme 9 cal kleiner. Un- 
genauer ist die Berechnung auf Grund der Garungswirmen von Dioxy- 
aceton und Glucose, die Zwasaki® gemessen hat. Hier wiirden sich 

~75cal fiir den Energieunterschied der Verbindungen in Lésung 
ergeben. 

Da die dismutative Spaltung Hexosediphosphorsiure = Phospho- 
glycerinsaure + %-Glycerinphosphorsaure praktisch ohne Warmeténung 
verlauft — in mehreren derartigen Versuchen fanden sich zwischen 0 
und 20 cal pro g, was durch Neutralisierung der gebildeten Phospho- 
glycerinsdure ungefahr gedeckt wird —, glaubten wir uns zunachst zur 
Aufstellung der Behauptung berechtigt, daB die Reaktion Hexosedi- 
phosphorsiure @ 2 Dioxyacetonphosphorséure warmefrei verliefe und 
die Verschiebung des Gleichgewichts daher thermodynamisch nicht 
zu deuten sei: Diese Annahme war jedoch unrichtig. Die Spalfung 


! Diese Zeitschr. 208, 159, 1928. — 2 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 204, 
295, 1924. — 3 Diese Zeitschr. 208, 237, 1928. 
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besitzt vielmehr, wie schon kurz mitgeteilt', eine negative Warme- 
ténung, fast genau von der Grobe, die sich fiir die Differenz Glucose 


(gel.) 

Dioxyacetoniy.; berechnet, namlich 33 cal (~~ 4 cal) und ent- 
sprechend die Synthese 2 Dioxyacetonphosphorsaiure — 1 Hexose-di- 
phosphorsaure die entsprechende positive Warme + 30 cal (- 4 cal) 


pro g umgesetzten Zucker. 


Ausfiihrung der Versuche. 
A. Kalorimetrische Messungen. 

Da die zu erwartenden Reaktionswirmen in beiden Richtungen 
klein sind, war auf eine hohe Prazision der Messungen Wert zu legen. 
Dazu gehért bei der von uns benutzten, mehrfach beschriebenen thermo- 
elektrischen Differentialmethode? vor allem sehr gute Temperatur- 
konstanz des Thermostaten und weitgehende Ubereinstimmung der 
Innentemperatur der Dewar-GefaBe mit der Thermostatentemperatur. 
Vor vielen enzymatischen Reaktionen besteht der Vorzug, daB der 
Umsatz mit sehr geringen Enzymmengen schon in wenigen Minuten 
zum Abschlu8 kommt und dab selbst eine mehrstiindige Vorperiode bei 
héherer Temperatur das Enzym nicht schadigt. Auch kann auf Grund 
der Kenntnis der Gleichgewichtsbedingungen Temperatur und Ausgangs- 
konzentration der Substrate so gewahlt werden, daB Spaltung bzw. 
Synthese moéglichst groB sind und dann mit annahernd gleicher Ge- 
nauigkeit gemessen werden kénnen. Die Ubereinstimmung der Zahlen- 
werte der Reaktionswirme in beiden Fallen stellt eine ausgezeichnete 
Kontrolle dar. 

Die Regulation des im thermokonstanten Raum befindlichen Thermo- 
staten geschah, wie friiher beschrieben, mittels Verstarkerschaltung. Die 
Messungen wurden bei 40, 20 und 3° vorgenommen, einmal um die Un- 
abhangigkeit der Reaktionswarme von der Temperatur festzustellen und 
dann, weil die Spaltung mit wachsender, die Synthese mit fallender Tem- 
peratur zunimmt. Der thermokonstante Raum wurde jeweils auf eine 1° 
tiefere Temperatur einreguliert. Da das friiher benutzte Vakuumqueck- 
silberrelais zur Regulierung der Thermostatentemperatur bei dauernder 
Beanspruchung gelegentlich versagt, benutzten wir ein Vakuumkupfer- 
relais*, Unter diesen Umstanden war der Thermostat wahrend der mehr- 
stiindigen Vorperiode und der Versuchszeit auf 0,0002 bis 0,0005° konstant 
(bei 40° meist nur auf 0,001°). Die Messung geschah wie bisher durch Kom- 
pensation mittels eines Wolffschen Kompensationsapparates mit fiinf 
Dekaden und einem Zeissschen Schleifengalvanometer in empfindlicher 


1 O, Meyerhof u. K. Lohmann, Naturwiss. 22, 452, 1934. Diese Zeit- 
schr. 271, 89, 1934. — 2 Vgl. insbesondere O. Meyerhof, E. Lundsgaard u. 
H. Blaschko, diese Zeitschr. 2386, 326, insbesondere 327ff., 1931. 

3 Vakuumschalter von Siemens, der auf ein mit Feinregulierung versehenes, 
die Magnetspule tragendes Gestell montiert ist. Dieser Vakuumschalter 
unterbricht Stréme von mehreren Amp. ohne Funkenbildung. 
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Stellung als Nullinstrument. Durch einen Vorschaltwiderstand im Akku- 
mulatorkreis wurde eine Stelle der ersten Dekade genau 1,000° (bei 20°) 
gemacht. Fiir alle anderen Temperaturen wurde die Thermokraft des Cu- 
Konstantanelements nach den Angaben von Landolt- Bornstein! umgerechnet, 
indem sie bei 3° um 4,2 °%, kleiner, bei 40° um 4,2 °%, gr6éBer als bei 20° an- 
yesetzt wurde. Die dadurch bedingten Anderungen sind in den Tabellen 
als ,,Korrektur fiir Gradwert*' bezeichnet. 0,1 Teilstrich im Galvanometer 
entsprach 0,00025°. Das war die Grenze der MeSgenauigkeit. In Ver- 
bindung mit der erreichbaren Temperaturkonstanz des Thermostaten war 
die einzelne Ablesung auf etwa 0,0005° (bis 0,001°) genau. Die Uberein- 
stimmung zwischen Innen- und AuBentemperatur des KalorimetergefiBes 
lieB sich so weitgehend herstellen, da8 die Korrektur fiir den Temperatur- 
ausgleich innerhalb der Hauptperiode, die zwischen 20 und 45 Minuten 
betrug, unter 0,001° lag. Die stiindlichen Abkiihlungswerte der GefaBe 
von 50 cem Fassungsraum betrugen 3, 5 und 6%. 

Bei Versuchsbeginn wurde der verdiinnte Muskelextrakt, der sich 
in einer 3cem Pipette in den Kalorimetern befand, in die umgebende 
Lésung von Hexosediphosphat bzw. Triosephosphat durch eine Stickstoft- 
bombe ausgeblasen. Zur Kontrolle wurde ganz entsprechend in einem 
dritten Gefi8 der Muskelextrakt in Phosphatlésung eingeblasen. Im 
letzteren Falle wurde bei dem Einblasen und der anschlieBenden halb- 
stiindigen MeSzeit maximal eine Temperaturanderung bis zu 0,002° (ein- 
schlieBlich der obigen Korrekturen) beobachtet. Dies ist daher auch der 
Fehler, der im auBersten Falle bei den Messungen vorkommen kann. Das 
sind 10% (fiir die Spaltungsmessungen bei 20° 20°>) der beobachteten 
Temperaturanderung. 


B. Chemische Bestimmungen. 


Zur Bestimmung des Umsatzes konnte man sich auf die Messung 
des alkaliverseifbaren Phosphats vor und nach den Warmeversuchen 
beschrinken. Hiermit wird der Gehait an Triosephosphorsaure fest- 
gestellt, dessen Zunahme der Spaltung, dessen Abnahme der Synthese 
zu Hexosediphosphat entspricht. Die Konstanz des direkt bestimm- 
baren Phosphats zeigt, da keine Abspaltung von anorganischem 
Phosphat stattgefunden hat. Zur Kenntnis des prozentualen Umsatzes 
wurde auch der Gesamtgehalt des organisch gebundenen Phosphats 
bestimmt. 

Als Lésung der Hexosediphosphorsiure diente mit Natriumoxalat 
umgesetztes Calciumsalz (Candiolin®), das nach der Hydrolysenkurve zu 
95 bis 97% rein war. Die Dioxyacetonphosphorsaéure wurde mittels Bisulfit 
beim enzymatischen Umsatz gewonnen® und das gut haltbare Calciumsalz 
der Additionsverbindung dargestellt. Fiir die Warmeversuche wurde eine 
gewogene und analysierte Menge des Salzes, das in bezug auf gebundenes 
Phosphat 95 bis 98% Dioxyacetonphosphorsaure enthielt, mit HCl gelést, 
mit einem kleinen Uberschu8 von m/2 Natriumoxalat versetzt, durch 


1 II. Egb. II, 956. — 2 Fiir die Uberlassung desselben sind wir 
wiederum der Firma I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, zu 
Dank verpflichtet. — * Vgl. O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 


271, 89, 1934. 
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Zugabe von Natronlauge auf schwach lackmussaure Reaktion gebracht, 
die Lésung zentrifugiert und dann durch Zugabe von Bicarbonat bis auf 
pu 7,5 eingestellt (Lackmus bliulich violett), darauf das frei gesetzte Sulfit 
mit konzentrierter Jodlésung zu Sulfat oxydiert. Diese Lésung wurde 
direkt fiir die Warmeversuche verwendet, da die anwesenden Ionen Oxalat, 
Sulfat, Jodid den Umsatz nicht beeinflussen. Fiir jeden Warmeversuch 
wurden etwa 50 ccm Lésung benutzt, die 70mg gebundene Triose ent- 
hielten. Fiir die Spaltungsversuche wurde etwa die doppelte Menge Hexose- 
diphosphat (140 mg gebundene Hexose) verwandt, damit der Umsatz etwas 
groBer wiirde. In die Pipette wurden 3 cem dialysierter Muskelextrakt 
(meist 1: 1 verdiinnt) eingefiillt. Der Umsatz ist nach dem Einblasen unter 
diesen Umstéanden in wenigen Minuten beendet, doch wurde, um einen 
geniigenden Temperaturausgleich zu sichern, die Messung etwa 20 Minuten 
fortgesetzt. 
Resultate. 


Die Versuche sind in Tabelle I und II zusammengestellt. Ent- 
sprechend der Verschiebung des Gleichgewichts betragt die prozentuale 
Tabelle I. 


Spaltungswarme von Hexosediphosphorsaure. 





Ge- Ge- 
, Zu- tes! measene Korrektur °C Pro 
Thermo- Ver-  gesetztes mallet Tem ~~ ; 1g 
staten- : suchs-  Hexose- |... : I " Ge- Di- 
Nr. tempe- | Lisung par diphes- — —— fiir fiir bildet — oxy- 
ratur phat Pt ). es a Grad- aceton 
9C ecm Min. mg P20s mg °C Staten _— cal cal 
1 3 54 45 126,5 3,5 -0,0020 -0,0904 -0,0001 -0,147 (32,5) 
2 20 51,5 | 22 100 12,9 0.0090 0 0 0.508 -3 
3 20 48,7 18 111.6 12,05 -0,0084 0 0 0,452 -29 
4 40 52 17 117,5 249 0.0237 0 0,90010 -1,29 -40 
5 40 49 23 108 25,5 -0,0206 0 0,0009 -1,06 -35 
Durechsehnitt -33,5 
Tabelle II. 


Synthetisierungswarme von Dioxyacetonphosphorsaure. 





Alkali-  Alkali- Ge- 2S ! aoe 3 

Thermo- ; verseif- verseif- messene| Korrektur °¢ Pro 

staten< Mi bares bares Tempe- — —— Ge- Le 

_ a : Lis g suchs- Oo 0 rar. rat ‘ » . * 
an pete ‘ = Ber zu- pis Ao rt Ther- fur as aay 
gesetzt den rung mo- — aceton 

oC ecm Min. mg mg 0C Staten , cal cal 

1 § 54,2 45 55,9 51,1 +O0,0271 +0,0003 +0,0012 +1,69 + 26 
2 20 53.5 40 45.2 36.1 +0.0226 +0.0)08 0 1,37 + 29 
20 54,0 35 54.9 4465 +0,0298 +0,0006 0 +1,80 + 31 


40 53.0 23 21.0 19.0 0.010 -0,0005 -0,0004 +0,52 +(41) 


Durehschnitt +30,5 


mo 


Spaltung der Hexosediphosphorsaure bei 3° 3°, bei 20° 10 bis 12°), 
bei 40° 22°. Im letzteren Falle wurde bei der enzymatischen Spaltung 
gegen — 0,020° Abkiihlung gemessen, mit einer Ungenauigkeit von 
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héchstens 10%. Die Synthese der Dioxyacetonphosphorséure zu 
Hexosediphosphorsaure betrug bei unseren Versuchsmengen bei 3° 
iiber 90°, bei 20° 80°, bei 40°, wo auch nur die halbe Konzentration 
verwandt und die Messung auch aus anderen Griinden ungenauer war, 
nur 50%. Das Resultat dieses letzteren Versuchs ist bei der Berechnung 
des Durchschnitts nur mit halbem Gewicht eingesetzt, ebenso die 
Messung der Spaltungswarme bei 3°, die dicht an der Fehlergrenze liegt. 
Um zu entscheiden, ob die Warmeténung sich mit der Temperatur 
etwas andert, sind die Messungen nicht genau genug. 


Diskussion. 


Mit diesem Resultat ist zum ersten Male eine direkt meBbare 
negative Warmeténung bei einer freiwilligen enzymatischen Spaltung 
gefunden, die obendrein thermodynamisch vorausgesagt werden konnte. 
Man muB daher fragen, warum die auf Grund des ,,Prinzips des beweg- 
lichen Gleichgewichts** berechnete negative Warme nicht noch besser 
mit der gemessenen tibereinstimmt, da die Messung pro Mol Spaltung 
nur 6000 cal liefert statt der berechneten — 11000. Sowohl die 
Bestimmung des Gleichgewichts fiir sechs Temperaturpunkte (vgl. 
Abb. 1), wie auch die Warmemessungen sind so genau, daB die Differenz 
nicht auf Versuchsfehler zu beziehen ist. Bei einer enzymatischen 
Reaktion, bei der Zwischenverbindungen zwischen Enzym und Substrat 
auftreten miissen, kénnte natiirlich ein komplizierteres Reaktionsschema 
vorliegen, als es in der Gleichung 1 Hexosediphosphorsiure 2 2 Dioxy- 
acetonphosphorsiure zum Ausdruck kommt.  Andererseits legt die 
genaue Giiltigkeit der Reaktionsisothermen fiir die verschiedenen 
Temperaturen und die mindestens qualitative Giilltigkeit des Prinzips 
des beweglichen Gleichgewichts nahe, die Abweichung der gemessenen 
von der nach der Isochorengleichung berechneten Warmeténung 
anderswo zu suchen. In unserer vorliufigen Mitteilung war darauf 
hingewiesen, da die Differenz der Verbrennungswarmen von Glucose 
und Dioxyaceton etwa — 70 cal betragt, wahrend sich  infolge 
der Verschiedenheit der Lésungswirmen eine Spaltungswarme von 

- 37 cal berechnet, was merkwiirdig gut mit der Spaltungswarme 
der phosphorylierten Hexose iibereinstimmt. Wenn nun die Lésungs- 
warmen der Phosphorsaureester sich ahnlich verhalten sollten, so wiirde 
die Energiedifferenz der festen Verbindungen ebenfalls gegen 70 cal 
pro g betragen. Indes erscheint es, worauf wir von befreundeter thermo- 
dynamischer Seite hingewiesen werden, unzulissig, hierin eine Er- 
klirung der Diskrepanz zu suchen, weil die Reaktionswirme Q ebenso 
wie K auf die Komponenten in dem Zustande, in dem sie an der Reaktion 
teilnehmen, also in Lésung, zu beziehen ist. Eine erhebliche Anderung 
der spezifischen Warme der Verbindungen.mit der Temperatur kommt 
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Gleichgewichtsreaktion zw. Hexosedi- u. Dioxyacetonphosphors. II. 19 


in Lésung ebenfalls nicht in Frage, zumal ja Q zwischen 0 und + 40°C 
keine deutliche Anderung zeigt und die Werte fiir log K annahernd auf 
einer Geraden liegen. Aus diesem Grunde mubB die Lésung dieses 
Widerspruchs der Zukunft tiberlassen bleiben, um so mehr, als die 
Isochorengleichung bei reversiblen enzymatischen Reaktionen  bisher 
noch nie gepriift worden ist!. 

Kine Verschiebung des Gleichgewichts bei einer reversiblen enzyma- 
tischen Reaktion mit der Temperatur ist bereits von Jacobsohn* 
und Mitarbeitern beobachtet, indem die Gleichgewichtskonstante 

Fumarat 

1-Malat 
betragt. Die Warmeténung dieser Reaktion ist nicht bestimmt. Ferner 
erwies sich die in der vorstehenden Arbeit beschriebene enzymatische 


ei der Tatigkeit der Fumarase bei 5° 0,11, bei 38° 0,25 


Phosphobrenztraubensaure 


Gleichgewichtsreaktion — ebenfalls temperatur- 


Phosphoglycerinsaure 
‘ida ha _ Phosphobrenztraubensaure — . 
abhangig, indem K 2 bei 0° 0,33, bei 60° 
Phosphoglycerinsaure 
0,70 betragt®. Jedoch handelt es sich in beiden Fallen um Hydratisierung 
bzw. Anhydrisierung. Eine umkehrbare enzymatische Spaltung, bei 
der sich das Gleichgewicht mit wachsender Temperatur im Sinne der 
Spaltung verschiebt und eine thermodynamisch daraus zu folgernde 
negative Warmeténung meBbar ist, war bisher nicht bekannt gewesen. 


Zusammenfassung. 

Die enzymatische Spaltung von Hexosediphosphat zu Dioxy- 
acetonphosphat verliuft mit einer  negativen Warmeténung von 
— 6000 cal pro Mol Hexosediphosphorsaure, die Synthese mit derselben 
positiven Warme. 


1 In der Literatur ist die Frage 6fter diskutiert, z. B. Euler, Chemie 
der Enzyme, 3. Aufl., 1, 325ff., doch gibt es bisher keinen Fall, wo eine 
quantitative Priifung méglich wire. * Diese Zeitschr. 264, 112, 1932. — 
3 K. Lohmann u. O. Meyerhof, ebenda 278, 60, 1934. 














Beobachtungen zur Kinetik der zellfreien Garung. 
Von 


0. Meyerhof. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1954.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Das komplizierte Zusammenspiel der Teilfermente und der Co 
Fermente der zellfreien Garung bedingt in Verbindung mit der jeweilgen 
Konzentration der Zwischenprodukte den eigentiimlichen Verlauf de1 
Gargeschwindigkeit. Wenn auch unsere neuen Kenntnisse von einer 
Reihe von Zwischenreaktionen! noch nicht ausreichen, um den Verlauf 
dieser Geschwindigkeit befriedigend zu erklaren, so ergeben sich doch 
aus ihnen eine Reihe neuer Gesichtspunkte, die sich experimentel! 
prifen lassen. Hieriiber soll im folgenden berichtet werden. 

Bekanntlich unterscheiden wir bei der Vergérung des Zuckers im 
Mazerationssaft, der keine Selbstgérung besitzt, eine Reihe aufein 
anderfolgender Phasen: die Periode der Induktion, des Géaranstiegs 
bis zur Maximalgeschwindigkeit, des Abfalls derselben auf ein tieferes 
Niveau und eine langere Periode herabgesetzter konstanter Garung 
bis zum Verbrauch des Zuckers. Das Absinken der Geschwindigkeit 
und der letzte Abschnitt wird durch die Entdeckung von Harden und 
Young zu einem gewissen Grade erklirt, wonach im Moment dieses 
Absinkens das anorganische Phosphat vollstandig verestert ist und die 
weitere Geschwindigkeit davon abhaingt, wie rasch die angehaufte 
Hexosediphosphorséure (nebst Hexosemonophosphorséure) umgesetzt 
wird. Die Geschwindigkeit in dieser Periode der Hexosephosphat- 
vergérung sollte, wenn als Ester allein Hexosediphosphat vorliegt, 
danach doppelt so groB sein wie die direkte Gargeschwindigkeit von 
Hexosediphosphorséure, weil zu der Vergirung des Esters noch eine 
Zuckermenge zusitzlich vergairt, die auf Grund der ersten Harden- 
Youngschen Gleichung aquivalent ist dem durch den Esterverbrauch 
frei gesetzten anorganischen Phosphat (1 Mol Zucker = 2 H,PO,) 

Die altere Hardensche Vorstellung, die dieser Forscher selbst inzwischen 
aufgegeben hat®, wonach die Hexosediphosphorsiéure zunachst hydrolytisch 
gespalten wiirde und erst der dabei frei kommende Zucker vergirte, fiihrt 
formal zu demselben Resultat: bei alleinigem Vorhandensein von Hexose 


1 O, Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933; O. Meyer 
hof u. K. Lohmann, ebenda 271, 89, 1934; O. Meyerhof, Nature 182, 337 
u. 373, 1933. — * Vgl. Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 113, 1932. 
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diphosphat wiirde danach jeweils nur die Halfte des phosphatatisch frei 
vesetzten Zuckers vergaren kénnen, weil die andere Halfte sich wieder mit 
Phosphat verestert. Dabei bleibt die Halfte des Phosphats iibrig; ist aber 
ein ZuckeriiberschuB vorhanden, so kénnte auch dieses Phosphat verestert 
werden und einen entsprechenden Anteil freien Zuckers vergaren, so daB 
im ganzen die Garung doppelt so gro8 wire wie mit Hexosediphosphat 
allein. ‘ 

Die durch Phosphatmangel erzwungene Gargeschwindigkeit der 
zweiten Hauptperiode fiihrt also letzten Endes auf das Problem der 
Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsaure zuriick. 

Hinzuzufiigen ist, daB die gekennzeichneten Phasen streng nur fiir 
die Vergarung des freien Zuckers gelten. Fiir Glykogen und Starke 
besteht keine scharfe Trennung. Diese vergéren von vornherein lang- 
samer als Glucose, wobei pro vergorenes Hexoseiquivalent mehr als 
1 Mol Hexosediphosphat gebildet wird, so da8B die erste Harden-Young- 
sche Gleichung nicht gilt. Hexosemonophosphat vergart zunachst 
nahezu so rasch wie Glucose!, wobei es sich zu einem Teil in Hexose- 
diphosphat umlagert. Auch hier ist aber Garung und Umlagerung nicht 
aquivalent, indem im allgemeinen mehr Hexosediphosphat entsteht 
als Hexosedquivalente vergiéren. Es wird daher auBer dem bei der 
Garung frei kommenden Phosphat noch weiteres verestert. 

Zu den verschiedenen genannten Perioden, vor allem zur Angérung 
und dem Garanstieg, werden hier eine Reihe neuer Beobachtungen 
mitgeteilt, wobei zum Teil der Umsatz in kiirzeren Zeitréumen als in 
den bisherigen Arbeiten untersucht wird, teils die durch chemische 
Beeinflussung erzwungene Anderung des Garverlaufs, und schlieBlich 
das Verhalten einiger Intermediarprodukte bei der Garung. Die sich 
daraus ergebenden Gesichtspunkte werden am SchluB im Zusammen- 
hang diskutiert. 

Den Mazerationssaft stellte ich aus Trockenhefe von Miinchener Léwen- 
brauhefe (Rasse RS) her, wobei zur Erhéhung der Ausbeute an Extrakt 
meistens 1 Teil Hefe mit 4 Teilen Wasser, statt nach der Vorschrift mit 
3 Teilen Wasser mazeriert wurde. Die Kohlensiure wurde manometrisch 
gemessen (Einzelheiten siehe spiter), die Phosphorsiureester wie in den 
bisherigen Arbeiten. Alle Versuche fanden bei 28° statt. 


I. Die Bildung von Robison-Ester vor dem Harden-Young-Ester. 

Die schon friiher vertretene Auffassung, wonach die Bildung der 
Robisonschen Hexosemonophosphorséure der Bildung der Harden- 
Young-Saure vorhergeht, wird hier durch langere Versuchsserien belegt, 
in denen in den ersten Minuten nach Zusatz des Zuckers das Verhaltnis 
von Robison-Ester zu Harden-Young-Ester bestimmt wurde, d.h. in 


1 Vgl. O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927; Euler 
u. Myrbdck, Liebigs Ann. 446, 56, 1928. 
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dem Zeitraum bis zur Veresterung des praformierten Phosphats. Eine 
der Diester-Bildung vorangehende Anhaéufung von Robison-Ester ist 
im AnschluB an altere Arbeiten aus diesem Institut auch von Eule 
und Myrbdck' gezeigt, wahrend andere Autoren eine Vermehrung von 
Robison-Ester erst nach der Bildung von Harden-Young-Ester beob- 
achtet haben. Alle diese Angaben betreffen den Umsatz in langeren 
Zeitréumen, in der angefiihrten Arbeit von Luler ist z. B. die erste 
Analyse erst 1 Stunde nach dem Giaranfang gemacht. Auf diese Ver- 
haltnisse, die je nach der Art der Hefepriparate stark schwanken, 
beziehen sich diese Untersuchungen nicht, sondern allein auf die An- 
girung von selbstgirungsfreiem Mazerationssaft in den allerersten 
Minuten. 

Der Robison-Ester wurde neben dem Harden-Young-Ester im all- 
gemeinen nach Lohmann bestimmt, indem die Hydrolysenkurve auf- 
genommen und dann das gesamte veresterte Phosphat mit demjenigen 
verglichen wurde, das in 180 Minuten in n HCl aufgespalten ist. Die 
Differenz beider Werte x 1,30 gibt die Menge Robison-Ester an und das 
gesamt veresterte P minus Robison-Ester den Harden-Young-Ester. Dabei 
sind die in geringer Menge auftretenden anderen Ester wie Trehalose- 
Phosphorséiure, Mannose-Phosphorséure nicht speziell beriicksichtigt. 
Jedoch ist, wie die von Dr. Kiessling durchgefiihrten Analysen zeigen, 
der schwer hydrolysierbare Esteranteil nicht etwa zum Teil Phospho- 
glycerinsaure. Es erschien zunadchst mdéglich, daB diese sich wegen 
ihrer geringeren Umwandlungsgeschwindigkeit anhaufen kénnte. Die 
Analyse zeigt aber, daB 90 bis 95°, der nach der Hydrolysenmethode 
festgestellten Menge Robison-Ester auch in der Fraktion der léslichen 
Ba-Salze abgeschieden werden kann. 

In der Tabelle I sind eine Reihe von Versuchen wiedergegeben. 
Bei der Berechnung wird vorausgesetzt, 

1. daB der Harden-Young-Ester in n HCl bei 100° in 180 Minuten 
zu 100%, aufgespalten wird, wie es von MacLeod und Robison fest- 
gestellt ist? und nicht, wie es Lohmann angab, die Aufspaltung nur zu 
94°, erfolgt, was jedenfalls auf ungeniigende Reinheit des Praparates 
zu beziehen ist; 

2. das der Robison-Ester in 180 Minuten zu 23°, aufgespalten ist. 
In spateren Messungen® fand Lohmann eine Aufspaltung von etwa 30°, 
fiir den Gleichgewichtsester. Danach miibte der nach 180 Minuten 
ungespaltene Esterbetrag mit 1,42 statt 1,30 multipliziert werden. Trotz- 
dem habe ich den Faktor 1,30 beibehalten, da wahrscheinlich in geringer 
Menge noch andere schwer hydrolysierbare Ester entstehen; denn die 


! Liebigs Ann. 464, 56, 1928. — 2 Biochem. J. 27, 286, 1933. — 
3 Diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
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Tabelle I. 
Verhaltnis von Robison-Ester zu Harden- Young-Ester in den 
rsten Minuten der Zuckervergirung von Mazerationssaft 
(ohne Selbstgérung). 





Pri- 

Ma-  Acet- | form. 

Ver- zera-  alde-  anorg. 
such! Datum "8S" hyd- | Phos- 
saft 

pro 

Nr. som mg P.05 | P.O; | Min. rung * 


Pro Leem mg P20, DerCO.- Robi- 
phos- verestert Bildung = son- 
phat- Zeit - aquival. Ester in 
zusatz Ge- Robi- Har- Menge °/,» ver- 
zusatz phat “~ samt- “°° den- P,0,  esterten 
8on- p er > 
Ester Young- (mg CO, Phos- 
- Ester . 1,6) phats 


Hexose- 


mg mg vereste- 


0,4 2,4 0,18 » | 0,84 | 1,03 | 0 100 
1,43 | 1,55 | 0 96 
198 1,96 0,20 91 


0,8 4,8 0,15; 51 0,26 | 0,26 | 0 100 
2,36 | 2,20 | 0,31 88 
3,94 (3,35 0,75 82 


0,18 0,09 0,06 0,20 
3 || 0,31 | 0,53 | 0 (110) 
0,745 1,03 | 0 
1,91 | 1,62 | 0,47 
250 147 1,21 


30. XI. : 2. 0.27 0,285 0,0 

1933 3 0,56 0,62 0,14 

6 1.39 0,915) 0,65 

£76.) 1,67 | 0,37 

20 248 | 1,78 | 0,83 

18. IV. 0, 8 | 2,18 | 1,86 0,32 
1934 10 3,44 | 3,01 | 0,43 87 
12 4,09 | 2.64 1,45 65 


9.XIl.| 05; — | 38 ; 5 | 0,39 |0,64 1015 0675} 81 
1933 10 1,14 | 1,37 | 0.17 1,36 90 

20 2,19 | 2,21 | 0,38 85 
3 87 


f 61 


oF 


es ; 
1933 20 3,05 210, 1,35 4 


XI.| 0, 3.16 04610 238 (241/038 1, 
40 288 11131216 (5,75)' 35 


* Fettgedruckt: Totalverbrauch an priiformiertem anorganischem Phosphat. — + mit Arseniat. 


mit dem kleineren Faktor berechnete Zahl ergibt bereits in den ersten 
Minuten einen Gehalt von etwa 100% Robison-Ester. Dabei ist die 
zur Auslésung zugesetzte geringe Menge Hexosediphosphosaure zu 
dem veresterten anorganischen Phosphat hinzu zu addieren und auf 
diese Estermenge der gebildete Betrag an Robison-Ester zu beziehen. 
SchlieBlich ist in der vorletzten Spalte der Tabelle I die gebildete 
Kohlenséure, die in einigen Fallen mit bestimmt ist, angegeben in 
mg < 1,61. Nach der modifizierten Harden-Youngschen Gleichung (1)! 
sollte die so berechnete Zahl gleich sein dem gesamten veresterten 
Phosphat in mg P,O, (Mono- und Di-Ester) bzw. um den Betrag gréBer, 


! Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 113, 1932. 














84 O. Meyerhot : 


der der Vergarung von Hexosediphosphat im gleichen Zeitraum entspricht. 
Tatsachlich ist aber die gebildete Kohlensaéure ganz am Anfang deutlich 
kleiner, worauf im nachsten Abschnitt eingegangen wird. 


Wenn die Summe der beiden Ester minus der zugegebenen Hexose- 
diphosphorséure nicht immer genau gleich der Gesamtveresterung ist, so 
liegt das an der Fehlerbreite der Methode, indem der P-Veraschungswert 
in den einzelnen Ansitzen etwas schwankt. Aus Versuch 1 und 3 (Abb. 1) 
sieht man, daB sogar die zugegebene Hexosediphosphorséure in den ersten 
Minuten ebenfalls umgesetzt wird und nicht mehr als solche nachweis- 
bar ist. 

In Versuch 5 wurde der Robison-Ester in entsprechend gréSeren An- 
sitzen praparativ dargestellt. Von dem berechneten Wert nach 8 Minuten 


Abb. 1. 
Esterbildung wahrend der An- 
giirung. Ordinate: verestertes 
Phosphat in mg P.O; pro 1cem 

(0,4 cem Mazerationssaft). 
—» Priformierte anorganisches 
Phosphat. Abszisse: Zeitin Min. 











@ @ Kurve lI. Gesamtver- 
esterung (einschlief- 
lich 0,18 mg P20; zu- 
gesetztes Hexosedi- 
phosphat). 

° o Kurve II. Robison- 
Ester. 

x——>» Kurve Il. Harden- 

Minuten —> Young-Ester. 


Garzeit (1,86 mg P,O; pro cem) wurden 91,5° 5, von dem nach 10 Minuten 
(3,01 mg P,O, pro eem) 97%, von dem nach 12 Minuten (2,64 mg 
P,O, pro cem) 88,5% als rohes Ba-Salz wiedergefunden. Dazu wurden 
die enteiweiBten Filtrate in schwach alkalischer Lésung mit Ba-Acetat und 
2 Teilen Alkohol gefallt und getrocknet. Aus dem fein gepulverten Salz 
wurde der Ester mit Wasser extrahiert und die Lésung abermals mit Alkoho! 
gefallt. In dieser Fallung wurde der Gehalt an Robison-Ester mittels der 
Hydrolysenkurve festgestellt. 

II. Veresterung von Phosphat vor der C0,-Bildung bei der Angirung der 

Glucose, 


Fir den Zeitpunkt der Angarung gilt, daB bei der Vergairung des 
freien Zuckers die Veresterung von Phosphat stets dem Beginn der 
Kohlenséureentwicklung vorhergeht, wahrend andererseits bei der 
durch Arseniat beschleunigten Vergérung von Hexosediphosphat die 
Abspaltung von Phosphat friiher beginnt als die Entwicklung der 
Kohlenséure. Beriicksichtigt man erst Zeitréume von 5 Minuten nach 
Zuckerzusatz, so findet man, wie es in der Hardenschen Gleichung 
formuliert ist, einen guten zeitlichen Parallelismus von Zuckergarung 
und Veresterung. Anders aber in den allerersten Minuten. Die Garung 
setzt, selbst wenn man Hexosediphosphat und Acetaldehyd zusetzt, 
niemals sofort mit maximaler Geschwindigkeit ein, sondern zeigt imme! 
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einen, wenn auch noch so kurzen Garanstieg, der nicht auf einer Ver- 
zogerung in der Mischung der Komponenten oder der Abgabe der 
Kohlenséure beruht, sondern auf einer Ankurbelung des zur Kohlen- 
sdureabspaltung fiihrenden Prozesses. Im gleichen Zeitraum geht die 
Veresterung der Kohlenséurebildung voraus. 

Um die Gargeschwindigkeit in Zeitriumen von einzelnen Minuten 
festzustellen und den Phosphatumsatz mit ihr vergleichen zu kénnen, 
muB man, abgesehen von einer geniigenden Verdiinnung des Mazerations- 
saftes, die manometrische Methode dahin abandern, daB man nicht den 
Kohlensauredruck fortlaufend beobachtet, sondern in einer Serie von 
GefaBen nacheinander durch Ubersauern die gesamte Kohlensaure austreibt. 
Bei der gew6hnlichen Messung des in den Gasraum iibertretenden CO, 
wird einmal eine gewisse Menge retiniert, ganz besonders bei der Vergarung 
der Phosphorsiureester, wobei sich infolge Anderung der Dissoziations- 
konstante bei der Aufspaltung und Umlagerung der Ester auch die Retention 
andert. Ferner erfordert die Reaktion H,CO, -- CO, + H,O, die An- 
hydrisierung der chemisch gebildeten Kohlensiure, eine bestimmte Zeit. 
Da die Hefe keine Carboanhydrase besitzt', so kann man fiir die Anhydrid- 
bildung die Angaben von Faurholt? benutzen, wonach bei 28° fiir 90 °pigen 
Verlauf der Reaktion eine Zeit von 25 Sekunden erforderlich ist. Der hier- 
durch bewirkte Fehler wird durch die angegebene Modifikation vermieden. 
Um den Zucker zu Beginn und die zur Uberséuerung dienende Citronensaure 
zu verschiedenen Zeitpunkten in das Gargemisch einkippen zu kénnen, 
benutzte ich ManometergefaBe mit zwei Retorten. Nach der Abtétung 
des Garungsferments durch Citronensiure wird der Ansatz mit Trichlor- 
essigsiure enteiweiBt und auf die P-Fraktionen untersucht. 

In der Tabelle IL ist der erste Versuch ohne Zusatz von Acetaldehyd, 
Versuch 2 und 3 mit einem solchen ausgefihrt (1 und 2 mit demselben 
Extrakt). Ohne Acetaldehyd ergibt sich auch ein Anstieg fiir die Ver- 
esterung, deren Geschwindigkeit nach 3 Minuten stark zunimmt, mit 
Acetaldehyd aber erkennt man keinen Anstieg der Veresterung mehr. 
Diese ist schon in der ersten Minute maximal. Dagegen ist die Kohlen- 
siurebildung in den ersten 1 bis 2 Minuten nur halb so groB als in den 
folgenden und bleibt entsprechend hinter der Aquivalenz zum ver- 
esterten Phosphat, wie sie in der Harden-Youngschen Gleichung aus- 
gedrickt ist, zuriick. In der dritten bis vierten Minute ist dieser Unter- 
schied ausgeglichen. Man sieht dies aus den letzten Spalten der Tabelle II, 
wo die Umsatze in den Zeiten, in denen die Aquivalenz noch nicht 
erreicht ist, fett gedruckt sind. Die gleichzeitige Aufnahme der Hydro- 
lvsenkurven ergibt, entsprechend den Versuchen aus Kapitel I, daB in 
den ersten 8 Minuten fast nur Robison-Ester gebildet ist. In diesem 
Zeitraum ist die Garung schon bis zur maximalen Geschwindigkeit 
angestiegen. Diese, der Kohlenséurebildung um 1 Minute voraus- 


1 Meldrum u. Roughton, J. of Physiol. 80, 113, 143, 1933. — ? J. de 
Chimie physique 21, 400, 1924; vgl. auch Brinkmann, Margaria u. Roughton, 
Philos. Trans. Roy. Soc. A, 282, 65, 1933. 
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Tabelle II. 
Vergleich von Angarung und Veresterung. 
In allen Versuchen sind 0,7 cem Gesamtfliissigkeit mit 0,2 ceem Mazeration- 
saft benutzt und im Zeitpunkt Null 18 mg Glucose (in 0,2 cem) mit 0,1 bis 
0,2 mg P,O,; Hexosediphosphat eingekippt. 





Geschwindig 


Prii- mg P20; i inact cigs 
o fae [age | | eres eset 
euch Datum =. hyd- Zeit emm 
phat susats total Robi- vee amen gebil- P CO: 
ver- s0n- Phos- detes ver- ge- 
; mg estert Ester phat CO, | estert bilder 
Nr. 1934 P2Os5 mg Min. 
1 21.17.) 1,22) — 0 
1 | 0,027 | 0,026 15 O88 007 038 0,07 
3 0,067 | 0,10 16 095 07 03° 031 
5 | 0,319 | 0,855 |, 93 4,5 4,1 1,75} 1,7 
8 | 0,712 | 0,76 | 265 10 11,8 18 | 2,6 
2 21. T.| 1,19 | 0,8 0 
1 || 0,192 | 0,195 || 36,5} 2,7 16 2,¢ | 1,6 
3 0,58 | 0,50 | 165 8,2 7,3 2,75 | 2,8 
5 0,70 | 0,75 268 99 120 \14 99 
8 1,07 | 1,00 | 415 | 151 | 185 if” a 
8 118. IV.| 1,26 | 2,0 0 
2 0,40 | 0,38 727 56 3,25 28 1,6 
4 0,70 | 0,66 211,77 99 9,5 2,15 | 3,1 
8 1,17 | 0,91 | 493 16,5 = 18,0 16 2.1 
12 | 1,21 | 0,75 || 476 17,0 | 212 
16 1,2 0,72 489 17,0 | 21,8 


eilende Veresterung steht wohl nicht in Zusammenhang mit der alteren 
Beobachtung von Euler!, nach der unter gewissen Umstanden eine 
Veresterung ohne Kohlenséurebildung stattfinden kann, und dem 
ahnlichen Befund von Nilsson?, wonach eine Bildung von Robison- 
Ester aus praformiertem Glykogen ohne gleichzeitige Garung auftritt. 
da es sich in beiden Fallen um ganz langsame Vorginge handelt. 


Ill. Angiirung der Hexosephosphorsiuren. 

Bei der Angaérung der Phosphorsaureester ist zu unterscheiden 
zwischen Hexosemonophosphorséure, Hexosediphosphorsdéure ohne und 
mit Arseniat. Bei der Angéirung von Hexosemonophosphorsaure lagert 
sich, wie schon friiher beschrieben, ein Teil des Monoesters in Diester 
um. Aus dem gleichzeitigen Auftreten von alkaliverseifbarer Dioxy- 
acetonphosphorsaure (s. weiter unten) kann man auf Grund der Gleich- 


' Buler u. Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 15, 1911; Huler u 
Johannson, ebenda 80, 205, 1912. — * Arkiv fér Kemi, Min. och Geol. 10 A, 
Nr. 7, 121, 1930. 
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gewichtskonstanten die jeweils vorhandene Menge Hexosediphosphor- 
siure abschatzen, die sich mit der aus der P-Aufnahme und der Ver- 
girung berechneten in ganz guter Ubereinstimmung befindet. Danach 
wandelt sich in den in Tabelle III wiedergegebenen Versuchsansitzen 
etwa doppelt soviel Monoester in Diester um, als gleichzeitig vergart. 
(Dies diirfte aber in verschiedenen Hefepraparaten wechseln.) Die 
Angarung erfolgt dabei mindestens so rasch wie bei Glucose. Auch 
hier ist ein Garanstieg noch eben feststellbar, wahrend in Gegenwart 
von Acetaldehyd die Veresterung mit maximaler Geschwindigkeit 
einsetzt. Fiir Hexosemonophosphorsiure wurde _ ,,Newberg-Ester* 
benutzt, doch muB sich dieser nach Lohmann! im Garversuch in den 
Robison-Gleichgewichtsester umgelagert haben. 


Tabelle III. 
Angarung von Neuberg-Ester. 


(Volumen 1 ccm.) 





Acet- Mono- Anor- Alkali- mol. X 10-6  Gesehwin- 
Ver- alde- | ,. ester- = gan. ver- a digkeit 
such Datum jyq- Zeit zusatz P.O; ge- seifb. °mm - COs mol. « 10-6 
zusatz mg messen P.O CO P — ge- CO. 
Nr. 1934 mg Min. | P20; mg mg estert | pildet pro Min. 
1 31. I. 2 0 1,0 
2 45 2 1 
6 135 6,0 I 
10 170 7,6 0.4 
2 | 23. II. 2 0 1,8 2,60 0 
2 2,18 0 31 5 1,4 0,7 
4 2.01 O14 119 5,5 5,3 1,9 
8 1,92 | 0,18 |175,5; 6,8 | 7,8 0,6 


Im Gegensatz zum Monoester setzt die langsame Vergarung der 
Hexosediphosphorsaure sofort mit konstanter Geschwindigkeit ein. 
Ganz anders aber in Anwesenheit von Arseniat. In Kapitel V_ wird 
auf den eigentiimlichen Verlauf der Gargeschwindigkeit hierbei naher 
eingegangen. Hier sei nur in einer Reihe von Beispielen gezeigt 
(Tabelle TV), daB dann eine sehr ausgesprochene Angirung statt- 
findet, wobei auch in Anwesenheit von Acetaldehyd, der die An- 
garungszeit abkiirzt, die Geschwindigkeit etwa wahrend 4 Minuten 
ansteigt. In diesen Fallen steigt auch die Abspaltungsgeschwindigkeit 
des Phosphats an, aber mit dem Unterschied, daB in der ersten 
baw. den 2 ersten Minuten sehr viel mehr Phosphat abgespalten als 
Kohlensaure entstanden ist. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB der Unterschied der Ab- 
spaltung von Phosphat und der CQ,-Bildung etwa auf dem Freiwerden 


1 Diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
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Tabelle IV. 
Angarung von Hexosediphosphat mit Arseniat. 


Gesamtvolumen 0,8 cem mit 0,2 cem Mazerationssaft (1,2. 107% Arseniat). 





Geschwindig- 





, Acet- Hexose- Phos- mol. « 10-6 keit mol. x 10> 
— Datum a Zeit — — emm a = Jy Min. 
zusatz zusatz = spaltung ( O2 Pp COs P COs 
abge- ge- abge- ge- 
Nr 1934 | mg Min. mg P20, mg P20; spalten bildet spalten | bildet 
1 5. I. 0 1,8 
L 0 0 0 0 
2 0,13 23 18 10 1,8 1,0 
4 0,73 | 194 10,3 8,7 4.5 3,8 
8 1,25 | 347 17 15,5 1,6 1,6 
15 141 | 361 20 16,0 
2 5. IL. 2 0 1,8 
1 0,09 8 13 04 1,3 0,4 
2 0,27 72 80} 82 1,7 2,8 
4 0,75 | 225 10,5 10,0 8.7 3,4 
8 1,25 | 357 17 16.0 1,6 1,5 
15 141 | 364 20 16.2 
3 615. I 2 0 1,75 
2 0,18 17,4 26 OS 1,3 0,4 
4 0,52 | 119,5 G3 | 58 2,4 2.4 
8 1,15 | 371 16 16,6 2,2 2,8 
15 144 445 20 20,0 


4 |16.Iv.| 2 0 | 24 


2 0,18 1,5 260 «O1 1,3 0 

4 0,47 94 6.6 4,2 2,0 2,1 

8 1.20 | 333 17,0 | 15,0 2.6 2,7 
12 1,81 | 538 25 24 2,0 2,2 
16 1,99 | 595 28 26,5 


von Hexose beruhte (wenn im Sinne der alteren Vorstellung von Harden 
die Phosphatase durch Arseniat aktiviert wiirde), wurde in Ansatzen von dem 
zehnfachen Volumen der in der Tabelle [IV wiedergegebenen Versuche der 
freie Zucker nach Shaffer und Somogyi! bestimmt nach EnteiweiBung mittels 
Quecksilbersulfat und Schwefelséiure und nachheriger Neutralisierung des 
Filtrats durch festes Ba-Carbonat?, wodurch auch alle P-Ester entfernt 
werden. Die Methode war nur einwandfrei in Ansaétzen ohne Acetaldehyd- 
zusatz. Hierbei fand sich keine Abspaltung von freiem Zucker oberhalb 
der Fehlergrenze, die, bezogen auf die Versuchsmenge der Tabelle IV, 
etwa 0,015 mg Zucker betrug. 


IV. Angiirungs- und Umlagerungsgeschwindigkeit. 
Zum Unterschied von der Veresterung verstehe ich unter Um- 
lagerung des Zuckers die Verwandlung in Phosphoglycerinsdéure bzw. 
in ein Gemisch von Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsaure 


1 J. of biol. Chem. 100, 695, 1933. — ? West, Scharles u. Petterson, 
ebenda 82, 137, 1929. 
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in Gegenwart von Fluorid!. Beruht die Wirkung des Fluorids auf nichts 
anderem, als die Garung an einem notwendigen Durchgangsstadium 
zum Stehen zu bringen, so muB die Umlagerungsgeschwindigkeit der 
Zucker in den ersten Minuten nach Zusatz dariiber orientieren, wie 
rasch dieses Stadium erreicht wird und wie sich die Geschwindigkeit 
dieses Teilvorganges zur Geschwindigkeit der Kohlenséurebildung im 
gleichen Zeitraum verhalt. Dabei muB der Verlauf der Umlagerung 
und der Garung unter genau gleichen Umstanden verglichen werden, 
abgesehen von An- oder Abwesenheit des Fluorids. Allerdings kann die 
CGarung nur in Abwesenheit von Bicarbonat genau gemessen werden, 
die Umlagerung dagegen erfordert wenigstens bei Glucose einen gewissen 
Zusatz von Bicarbonat, weil sonst infolge der Anhaufung der Phospho- 
glyceripsaure die Lésung rasch sauer wird. Man kann aber dann durch 
Fillung des Gasraums mit CO,-Gemischen erreichen, daB man bei dem 
gleichen py arbeitet, wie in den Géarungsversuchen, obendrein kann 
man sich fiir die Gairung auf die Messung des P-Umsatzes beschranken 
und dann diese mit und ohne Natriumfluorid in genau _ itiberein- 
stimmenden Ansiatzen vergleichen. Zum Unterschied von der Angiéirung 
setzt die Umlagerung mit maximaler Geschwindigkeit ein und fallt 
schon von der ersten Minute an ab. Das ist nicht nur der Fall bei der 
Umlagerung von Glucose mit Acetaldehyd, sondern auch bei der 
raschen Umlagerung des Hexosediphosphats in Gegenwart von <Acet- 
aldehyd und Arseniat. Genau so, wie die Garung des Hexosediphosphats 
durch Arseniat auf die Gargeschwindigkeit der Glucose gesteigert wird, 
wird die Umlagerung des Esters mit Acetaldehyd in Gegenwart von 
Fluorid durch Arseniat beschleunigt. Dabei ist die Umlagerungs- 
geschwindigkeit des Hexosediphosphats in der ersten Minute maximal, 
wahrend die Garung des Hexosediphosphats ja einen typischen Gar- 
anstieg zeigt. Daraus folgt, daB die Umlagerung zunichst viel rascher 
verlauft als die Garung und auch als die Phosphatabspaltung in Ab- 
wesenheit von Fluorid, und zwar ist in den ersten 3 bis 4 Minuten etwa 
doppelt soviel Hexosediphosphat in Phosphoglycerinsiure umgelagert, 
als es in Abwesenheit von Fluorid Phosphat abgespalten hat (vgl. Ta- 
belle VI). 

Die Umlagerung der Glucose mit Acetaldehyd in Gegenwart von 
Natriumfluorid wird erkennbar an der Bildung des schwer hydrolysier- 
baren Esters unter gleichzeitiger Aufnahme von Phosphat, wobei die 
Anhaufung des schwer hydrolysierbaren Esters die Phosphataufnahme 
iibertrifft um den Anteil des primar zugesetzten Hexosediphosphats. 
Bei der Umlagerung des Hexosediphosphats in Gegenwart von Arseniat 
tritt keine Anderung an gebundenem Phosphat ein, vielmehr wird 


1 Vgl. O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933. 
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dieses in toto schwer hydrolysierbar. Man kann dies, wie in den vorher 
gegangenen Arbeiten, manometrisch messen, indem die entstanden 
Phosphoglycerinsaure Kohlensiure aus Bicarbonat austreibt (vg! 
Abb. 2). Fiir kurze Zeitriume ist es dagegen genauer, die Bildung de 
Phosphoglycerinsiure durch die Aufnahme der Hydrolysenkurve zu 
bestimmen. Das ist in Tabelle V geschehen. Hier sind unter Nr. 1 und 2 


zwei Umlagerungsversuche 




















800 ; : 
: von Glucose (mit weniy 

Hexosediph.+As_) ? z 
T Hexosediphosphat als Kata 
oo W | ty Wil ey lysator) wiedergegeben und 
s _ Triosephosphors of drei weitere (Versuch 3 bis 5) 

~ » ° . 

~ t Hex. ohne Aas. mit Hexosediphosphat und 
f a Arseniat. In beiden Reihen 
| se 3 —Trioseph.onne AS| | sieht man aus der letzten 
| Spalte, daB die Umlagerungs- 
geschwindigkeit von der 
0 15 ~ 30 4 60 : s 
Minuten—> ersten Minute an abfallt (die 
Abb. 2. absoluten Geschwindigkeiten 


Umlagerung (Phosphoglycerinsiurebildung) aus : | inzelne Versuct 
Hexosediphosphat und Triosephosphat in fluorid- in den cinzeimen VeOrsucns- 
versetztem Mazerationssaft. Manometrische reihen lassen sich nicht ver- 
Messung. Ordinate: dureh Siéurebildung aus- 4 ‘ 
getriebenes CO, aus Bicarbonat. Abszisse: gleichen wegen der verschie- 
Zeit in Min. denen Menge Mazerations- 
(j——_) Umlagerung von Hexosediphosphat . sup . 
(mit gleichzeitiger Bildung von saft). In Versuch 6 ist die 
Glycerinphosphorstare). _  Umlagerungsgeschwindigkeit 
e @ Umlagerung von Triosephosphat (mit 3 
gleichzeitiger Bildung von Glycerin- verschiedener Mengen Hex- 
phosphorsaure). 
4 Umlagerung von Hexosediphosphat 
mit 2.10-8 Arseniat und Acetaldehyd. Extrakt wiedergegeben. Bei 
° o Umlagerung von Triosephosphat mit 
2.10-3 Arseniat und Acetaldehyd. 


osediphosphat im gleichen 





den kleinsten Zusatzen 6a 
und 6b ist der Umsatz in 
5 Minuten schon vollstandig, bei den gréBeren, 6c und 6d, erkennt 
man, da er unabhangig von der Konzentration ist. 

Der Vergleich von Géarungs- und Umlagerungsgeschwindigkeit 
ist am genauesten fiir den Umsatz des Hexosediphosphats mit Arseniat 
durchzufiihren, zumal auch hier die Umlagerung ohne Gegenwart von 
Bicarbonat vor sich gehen kann wegen der starken Pufferung de1 
Hexosephosphorsaure. Auf Abb. 3 ist ein solcher Versuch wieder 
gegeben, aus dem hervorgeht, daB die Bildung des schwer hydrolysier- 
baren Esters am Anfang erheblich nicht nur die Kohlensaéurebildung. 
sondern auch die rascher einsetzende Phosphatabspaltung (ohne NaF 
ibertrifft. Dabei bildet sich in der raschen Garperiode nur wenig schwe1 
hydrolysierbarer Ester, so dag man den Unterschied der Geschwindig 
keiten nicht auf langsame Vergéirung von angehaufter Phosphoglycerin 
séure zuriickfiihren kann. Dieser Versuch und zwei weitere sind in 
Tabelle V angegeben. Die Garungskohlenséure ist wie in Kapitel II] 
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Tabelle V. 


Umlagerungsgeschwindigkeit in Gegenwart von Fluorid. 





Ver- 
sach 


Nr. 


durch 





Hexose- Ya mg P.O; mg hydrolysierbarer 
Datum = pot — Kon- Zeit . osbwar — Paral 
zenty hydro- "=e Bildungs- 
an- ver- — lysier wanna geschwin- 
mg mol. organ. estert bar gebildet digkeit 
1934 ecm mg P.O; Min. pro Min 
1. 11.; 14 > 36 0,4 0 2.04 
1 1.64 0,40 0,68 9.6 9,6 
3} 1,27 | 0,77 || 1,09 | 15,4 2,9 
5 | 1,17 | 0,88); 1,17 16,5 0,55 
9 1,03 1,01 1,33 188 0,55 
2. V.| 0,71 18} 024 0 | 1.29 
2° 0,87 042° 0,46 6,5 3,25 
8 | 0,51 0,76: 0,83 11,7 0.9 
16 0,21 1,08 1,08 152 044 
19. I.|} 15) — | 38,75 1,8 0239 0 
2,39 0,65 9,2 9,2 
2 || 2,39 1,10 15,5 6.3 
4 2.39 188 26,5 5,5 
6 2,39 244 34,5 4.5 
8 || 2,39 2.98 | 42,0 3,7 
16. 1V 07 — 25 0 | 1,31 
2 1 1,28 | 0,03 | 0,55 1.5 39 
4 1,24 0,08 0,98 3.8 3.0 
8 /' 1,25 0,06! 1,53 | 21.6 1,95 
12 || 1,21 | 0,10); 1,83 || 25,8 1,05 
it. Vi.) O06 | = 1,25 0 1,84 
1 | 1,85 | 0 0,45 6.3 6,3 
3° 1,85 “0 0.9 12.6 3.2 
6. ¥.1 386 : 1,25 2.5 5 3,50 1,40 20 
2.50 2,5 5 3,45 2.37 || 33 
5.00 2.5 5 3,45 3,9 55 
7,50 2,5 5 3,20 8,7 50 
Abb. 3. jie 
Vergleich von Girungs- und ba T 
Umlagerungsgeschwindigkeiten 
von Hexosediphosphat mit 25}- ites) Skea 2525-" aca 7 
Arseniat und Acetaldehyd 
(TabelleVI, Versuch 1). Ordinate: 20 ei hae - won | 
Umsatz in 10-6 mol. Abszisse: ® | 
Zeit in Min. 8 
@——e «Phosphatabspaltung | oe aca | 
ohne NaF. c¢ 
° o } CO.,-Bildung ohne |~ : : i 
NaF. | 
x—— c Bildung des schwer si. ae | 
hydrolysierbaren | 
Esters (Phosphogly- 
cerinsdurebildung) 0 2 ¢ 8 @ 16 
mit NaF. Minuten —> 
Ansaiuern mit Citronensaiure bestimmt, so dai Fehler durch 


10-6 mol. schwer 

















Retention oder verzégerte Abgabe vermieden werden. 
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Dali die Umsatzgeschwindigkeit mit Natriumfluorid die Gar- 
geschwindigkeit ohne Fluorid in der Angérungsperiode ibertrifft, ist 
fiir den Umsatz der Glucose nur insofern sicher, als die Kohlensaure- 
bildung hinter der Veresterung zuriickbleibt und einen Géaranstieg 
besitzt, wahrend die Umlagerung zu Phosphoglycerinséure keinen 
Anstieg zeigt, sondern mit maximaler Geschwindigkeit einsetzt. Dagegen 
iibertrifft hier die UmlagerungsgréBe mit Fluorid die Veresterungs- 
geschwindigkeit ohne Fluorid nicht regelmaBig. Das Ergebnis ist 
schwankend und scheint sowohl von der Reaktion abhangig zu sein wie 
von der zur Auslésung zugesetzten Menge Hexosediphosphat, da fii 
die Angaérung ein kleinerer Zusatz von Ester geniigt als fiir die Um- 
lagerung. 

Tabelle VI. 
Vergleich von Garungs- und Umlagerungsgeschwindigkeit des 
Hexosediphosphats. 





Zusatz Ohne NaF Mit NaF 
; Hexose- 4! | Acet- seas > | SE SSE ¢ 
Ver- 7 , a, aN 8@- |o15. |e mg P.O, 
such Datum Vol. | diphos- ntnd alde- Zeit abge- ar beh ong 
* phat i hyd spalten mol, CO. mol. st Wer mol 
<10-6 * |«19-6 bYdrO- | 19-5 
mg mol. mg lysier- 
Nr. 1934 ecm) P20; ,K10-3; % 9 Min.) P2Os emm bar 
1 116. IV. |0,7| 2,8 2 0,3; 21 0,18 | 26 15 005 055 7,7 
4,047 66 94 42 O98 188 
8) 1,20 17,0 383 158 1,53 21,5 
12 | 1,81 | 25,5 | 538 (24 1,83 | 25.8 
16; 1,99 | 28 |595 (26,5 | 1,87 | 263 
2 117. V. |0,8) 1,25 | 25 |03) 1 0,45 6% 
3.048 68 107 48 09 127 
3 23. IIL* 1,8) 3,65 | 1,4 /03) 1 046) 66 143 20 
2) 0,66 | 9,3 
3 116 164 2.94 41 


* $79, 


V. Die Umsatzgeschwindigkeit der Phosphorsiureester mit Arseniat. 

Der Geschwindigkeitsverlauf der Garung der Phosphorsaureester 
mit Arseniat bedarf ciner genaueren Analyse, zumal diese durch Arseniat 
aktivierte Gairung genau gleich ist der Maximalgeschwindigkeit der 
Glucosegirung, wo an die Stelle des Arseniats vielleicht ein anderer 
Aktivierungsfaktor fiir den intermediaren Ester tritt. Schon in friiheren 
Versuchen war gefunden!, da’ von den verschiedenen Hexoseestern 
nur die Garung des Harden-Young-Esters direkt durch Arseniat be- 
schleunigt wird, wahrend der EinfluB auf die Garung des Hexosemono- 


! O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918; O. Meyerho/ 
u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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phosphats indirekt ist und nur den durch Umesterung gebildeten 
Diester betrifft. Ebenso beruht auch die Steigerung der Garung des 
Glykogens auf dem beschleunigten Umsatz der sich hierbei anhéufenden 
Hexosediphosphorsaure. Dagegen tritt bei der Dioxyacetonphosphor- 
siure die gleiche Arseniatwirkung wie beim Harden-Young-Ester in 
Erscheinung, was infolge des Gleichgewichts: 1 Hexosediphosphor- 
siure @ 2 Dioxyacetonphosphorsaure leicht erklarlich ist. 


A. Vergdrung von Hexosediphosphat. 
Die Garung des Hexosediphosphats zeigt mit Arseniat nach dem 
schon im Kapitel III] besprochenen Garanstieg und der Erreichung des 
Garungsmaximums einen typischen exponentiellen Abfall der Gar- 


Abb. 4. 

Gargeschwindigkeit yon Hexosediphos- con 

phat in Gegenwart von Arseniat. Ordi- a | 

nate: emm CO, pro 5 Min. (je 2 cem ™ 

mit 0,6 cem Mazerationssaft). Abszisse: 35g [30s Aldehyd 

Zeit in Min. 4o0\— CS ee ee a ee 
e——e Hexosediphosphat mit 6,1 mg 
Ps Os. 

© Hexosediphosphat mit 3,5 mg 
Po Os. 

——_) Hexosediphosphat mit 1,7 mg 
P, Os. 

4 Hexosediphosphat mit 3,5mg 
P.O; + Aldehyd. 

--+--+-- Hexosediphosphatgirung 
ohne Arseniat. Die hori- 
zontalen Geraden mit der 
gleichen Beschriftung geben 
jeweils das Mittel aus den 
zwei hichsten Werten der 
Geschwindigkeitskurve an. 
Diese Mittel sind genau pro- H 
portional der Hexosediphos- Minuten —> 
phatkonzentration. 





° 























geschwindigkeit bis zum volligen Verbrauch des Esters. Dieser Abfall 
rihrt daher, daB, sobald der Garanstieg das Maximum erreicht hat, dice 
Geschwindigkeit propertional wird der vorhandenen Hexosediphosphat- 
konzentration. Ebenso ist auch die erreichte Maximalgeschwindigkeit 
proportional der vorhandenen Menge Hexosediphosphat in scharfem 
Gegensatz zur nichtaktivierten Garung der Hexosediphosphorsaure, 
deren Geschwindigkeit im allgemeinen unabhangig von der Konzentration 
ist und nur bei sehr hoher Konzentration abfallt infolge der Salzhemmung 
der Garung!. 

Zwei derartige Versuche sind in Abb. 4 und 5 wiedergegeben. Da hier 
direkt die Kohlensiureabgabe gemessen ist, was bei dem raschen Wechsel 
der Gargeschwindigkeit und der relativ langsamen Austreibung der Kohlen- 
siure nicht sehr exakt ist, so ist noch das Mittel aus den zwei Perioden 


1 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918. 
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der héchsten Geschwindigkeit berechnet worden. Besonders diese Mittelwerte 


2 


sind im Konzentrationsgebiet von 1 . 107? bis 1,3. 107! der Esterkonzentra- 
tion proportional. Dabei zeigt sich auch hier eine hohe Salzempfindlichkeit, 
indem das Maximum fiir das lésliche Magnesium-Hexosediphosphat immer 


héher ausfallt als fiir das Natriumsalz, das durch Umsatz mit Sulfat bzw. 
Oxalat aus Barium- oder Calciumsalz gewonnen ist und infolgedessen noch 
andere lonen in der Lésung enthalt. 


Die geschilderte Konzentrationsabhangigkeit gilt aber nur, wenn 
kein Acetaldehyd zugegeben ist. Mit Acetaldehyd wird das Maximum 
friiher erreicht und kommt 

















700 den héchsten Werten gleich, 
‘00 die man ohne Acetaldehyd 
- durch Steigerung der Kon- 
S 500 zentration erhalt. Diese 
Q : ap ong’ 
SS Geschwindigkeit ist aber 
SB identisch mit der maxi- 
x 900 malen Gargeschwindigkeit 
Baw der Glucose, vgl. Abb. 5. 
i sc ie “% 
ad . Im AnschluB hi ran 
sei noch kurz die nicht 
0 0 durch Arseniat aktivierte 
Minuten —> Garung der Hexosediphos- 
Abb. 6. phorsiure betrachtet im 


Vergleich der Girgeschwindigkeit mit Arseniat = Ra * Ped ee 
(2,5. 10-3 mol.) von Hexosediphosphat in hoher Verhaltnis zur = zweiten 





Konzentration, a ohne, b mit Acetaldehyd, c von Hardenschen Garungs- 
Hexosediphosphat in niedriger Konzentration S tae 

und Acetaldehydzusatz und dGlucose. Ordinate: phase. Nach der Erérte- 

Geschwindigkeiten emm CO, pro 5 Min. (in rung in der KEinleitung 

2cem mit 0,5 cem Mazerationssaft). Abszisse: aria 

Zeit in Min, sollte die Gargeschwindig- 

@——e a Hexosediphosphat mit 19mg P, 0, keit in dieser Phase das 
ohne Acetaldehyd. ay si 

° o » Hexosediphosphat mit 19 mg P20; Doppelte der direkten Ver- 


und 5 mg Acetaldehyd. Beide Kurven 
fallen zusammen (im Gegensatz zu 
Abb. 4 mit niedriger Konzentration phats im gleichen Extrakt 
Hexosediphosphat). 


girung des Hexosediphos- 


betragen. Tatsachlich findet 





a 4 ¢ Hexosediphosphat mit 9,5 mg P.O; 
und 4mg Acetaldehyd. Das Maxi- man eine ziemlich grobe 
mum ist gleich hoch wie bei a ee Tat : a “ES 
und }, kommt aber friiher. Variation, wobei die Gar- 
<—— d Glucosegirung mit Arseniat. geschwindigkeit in der 


zweiten Periode oft mehr 
als das Doppelte der direkten Vergaérung des Hexosediphosphats betragt. 
In den Fallen, wo die Giargeschwindigkeit geringer als der theoretisch 
erforderte Wert ist, ist sie meist auch nicht gut konstant. Dies hangt 
wahrscheinlich mit Schwankungen in der Garwirksamkeit und Halt- 
barkeit der Mazerationssifte zusammen, wobei der Unterschied, dab 
bei der Spaltung von Hexosediphosphat das anorganische Phosphat an- 
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steigt, wahrend es bei der Glucosevergiérung nahezu Null ist, sich je 
nach dem Extrakt verschieden auswirkt. 

Die Gargeschwindigkeit und ebenso die Umlagerungsgeschwindig- 
keit der Hexosediphosphorsaiure ist vom py abhaingig. Auch hier ist 
die Umlagerungsgeschwindigkeit mit NaF (ohne Acetaldehyd) 6Ofters 
gréBer als die Gargeséhwindigkeit bei gleichem py (dieses wird durch 
Bicarbonat-Kohlensaure eingestellt, die Géarungskohlenséure durch 
Anséuern bestimmt, die Phosphoglycerinséure durch Messung der 
ausgetriebenen Kohlensiure und der Retention). So wurde z. B. er- 
halten in 45 Minuten: emm CO, pro 0,4. cem Mazerationssaft in 1,4 cem: 


A. Garungsgeschwindigkeiten : 
oy 603... ... « « LOemm CQ, 


TE CP ae ines sei ake Ela 160). «5 ” 
PH 6,96 a a to ae ee a 200 ” ” 


Gleichzeitig B. Umlagerungsgeschwindigkeiten : 
py 656... .+ . « -°3@emm CO, 
TORE 6 alae <p ae ” 
eae ean 


B. Dioxyacetonphosphat. 

Die Vergirung des Dioxyacetonphosphats mit Arseniat stimmt im 
Garanstieg, Garungsmaximum, exponentiellen Abfall der  Gar- 
geschwindigkeit, Abhingigkeit des Maximums von der Konzentration 
mit dem Verhalten des Hexosediphosphats iiberein. Auch hier gilt 
diese Konzentrationsabhangigkeit nur in Abwesenheit von Acetaldehyd, 
in dessen Gegenwart das Maximum rascher erreicht und auch konzentra- 
tionsunabhangig ist. 


Fur die gleiche Menge veresterten Phosphats ist aber das Garungs- 
maximum der Triosephosphorséure niedriger als das der Hexosedi- 
phosphorsaure und wird spater erreicht, vgl. Abb. 6. Es bleibt vor- 
laufig offen, ob dies der stérenden Wirkung durch fremde Ionen zuzu- 
schreiben ist, oder ob die Einstellungsgeschwindigkeit des Gleichgewichts 
unter den Versuchsbedingungen nicht groB genug ist, um die Verteilung 
zwischen Hexosediphosphat und Triosephosphat vom Ausgangsprodukt 
unabhangig zu machen. Tatsachlich setzt auch ohne Arseniat die Ver- 
garung der Dioxyacetonphosphorsaure erst nach Ablauf einer Minute ein, 
wahrend diejenige des Hexosediphosphats sogleich maximal ist. Dieses 
Verhalten, das fiir die Aufklarung der Reaktionsfolge von Wichtigkeit 
ist, soll in einer besonderen Arbeit naher untersucht werden. Auch 
die Umlagerungsgeschwindigkeit der Dioxyacetonphosphorsaure ist im 
gleichen Verhaltnis gréBer als die Gargeschwindigkeit und daher absolut 
kleiner als von Hexosediphosphat. 
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Fir die Identifizierung der natiirlichen Triosephosphorsaure als 
Dioxyacetonphosphorsaure ist von Bedeutung, daB auch die synthetische, 
von Dr. Kiessling! dargestellte Dioxyacetonphosphorséure die Arseniat- 
beschleunigung zeigt und daB sie, ebenso wie die natiirliche Verbindung, 
nahezu restlos aufgespalten wird, wobei etwa 75°, der berechneten 
Kohlenséure gebildet werden. Bei Hexosediphosphat liegt dies noch 
etwas giinstiger, indem hier 80 bis 90°, der berechneten Kohlensaure 
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20 
Minuten——> 


Abb, 6. 

Gargeschwindigkeiten von Dioxyacetonphosphorsiure und Hexosediphosphorsdure mit Arseniat 
{2.10-3 mol.), Ordinate: Geschwindigkeit emm CQ, pro 2,5 Min, (in 1,7 ccm mit 0,6 ccm 
Mazerationssaft). 

}———_] 1. Hexosediphosphat 3,4 mg P, 05. 


as as- - 34 , P.O, + 4mg Acetaldehyd. 
e——e 3. Dioxyacetonphosphat 3,2 mg P, 0O;. 

X———X 4. * 3,2 . P.O; + 4mg Acetaldehyd. 
° ° 5 m 1,6 , P.O; ohne Acetaldehyd. 





gebildet werden und ein kleiner Rest direkt hydrolysiert wird. Der 
Unterschied darf auf die auBerordentliche Unbestandigkeit der Triose- 
phosphorsiure bezogen werden. Vor allem besteht aber ein aus- 
gesprochener Gegensatz zur Glycerinaldehydphosphorsaure, von der, 
da sie optisch aktiv ist, nur héchstens 50°, vergiren. In Abwesenheit 
von Arseniat sind in allen Fallen die Kohlenséiureausbeuten geringer, 
weil ein gréBerer Teil des Esters der direkten Hydrolyse und Neben- 
reaktionen zum Opfer fallt. 


VI. Giirung des Glykogens. 
Eine Sonderstellung nimmt die Vergérung des Glykogens ein. 
Zunaichst gelten dafiir nicht die Hardenschen Gleichungen, indem 
bei der Vergirung eines Zuckeriquivalents mehrere Molekiile Hexosedi- 


1 Chem. Ber. 67, 869, 1934. 
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phosphorsaure synthetisiert werden. Auch bedarf es keines Zusatzes 
von Hexosediphosphorsaure zur Aufhebung der Induktionsperiode. 

In Gegenwart von Fluorid lagert sich auch Glykogen unter Auf- 
nahme von Phosphat in ein Gemisch von Glycerinphosphorséure und 
Phosphoglycerinsaure um und bei Anwesenheit von Acetaldehyd bildet 
sich zur Hauptsache, wenn auch nicht ausschlieBlich, Phosphoglycerin- 
siure. Indessen hat Hexosediphosphat hier ebensowenig EinfluB wie 
auf die Aufhebung der Induktionsperiode. Es gilt deshalb auch nicht 
die Gleichung, nach der 1 Aquivalent Hexose sich mit 1 Mol Hexosedi- 
phosphat zu je 2 Mol Glycerinphosphorsaure und Phosphoglycerinséiure 
undagern. Dabei ist Glykogen imstande, sich mit Phosphorsaure spontan 
zu verestern und diese Veresterung geschieht rascher als die Umlagerung, 
so daB in Gegenwart von Fluorid neben dem schwer hydrolysierbaren 
Ester auch leicht hydrolysierbare Hexosediphosphorsaéure sich an- 
sammelt. Deren Bildung wird erkennbar und von anderen leicht 
hvdrolysierbaren Verbindungen unterscheidbar durch das gleichzeitige 
Auftreten von Triosephosphorsdure, d.h. einer alkaliverseifbaren und 
zu Phosphat und Methylglyoxal zu hydrolysierenden Substanz. Man 
kann daraus berechnen, dab etwa halb soviel P zu Hexosediphosphat 
wird als zu schwer hydrolysierbarem Ester. Infolge dieser spontanen 
Bildung von Hexosediphosphat hat sein Zusatz keinen EinfluB auf die 
Oxydation des Glykogens zu Phosphoglycerinséure in Anwesenheit 
von Acetaldehyd. Trotzdem aber beschleunigt Acetaldehyd diese 
Oxydation des Glykogens zu Phosphoglycerinséure ebenso wie die der 
Glucose bei Gegenwart von Hexosediphosphat. Die Anwesenheit 
von Acetaldehyd bewirkt in allen Fallen, daB die Reaktion nicht allein 
einseitig zu Phosphoglycerinsaéure, sondern auch viel rascher ablauft 
als die dismutative Spaltung zu Phosphoglycerinséure und Glycerin- 
phosphorsaure. 

Die Entbehrlichkeit eines Zusatzes von Hexosediphosphorsdure 
bei der Umlagerung des Glykogens bedeutet aber nicht, daB hier keine 
Hexosediphosphatkatalyse stattfindet, sondern daB Glykogen auch in 
Gegenwart von Natriumfluorid und ohne vorgegebenen Phosphorsaure- 
ester imstande bleibt, sich zu Hexosediphosphat zu verestern. Gerade 
diese Eigenschaft geht aber der Hexose selbst ab, deren Veresterung zu 
Hexosediphosphat durch Fluorid vollstandig unterdriickt wird. Alle 
erwahnten Unterschiede lassen sich auf diese Fahigkeit des Glykogens 
zuriickfiihren. Die Richtigkeit dieser Deutung ergibt sich daraus, 
daB Arseniat, welches die Oxydoreduktion zwischen Hexosediphosphat 
und Acetaldehyd in Gegenwart von Fluorid so machtig beschleunigt, 
eine starke Hemmung der Umlagerung des Glykogens zu Phospho- 
glycerinsaure bewirkt, denn hier verschwindet eben der Katalysator 
Hexosediphosphat infolge der Arseniataktivierung so rasch, daB seine 


Biochemische Zeitschrift Band 273. y 
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Konzentration nicht ausreicht, die Umlagerung des Glykogens herbei 
zufiihren (vgl. Abb. 7). In der Tat hemmt Arseniat in gleicher Weise 
auch die oxydative Dismutation der Glucose mit Acetaldehyd unte: 
Zusatz von Hexosediphosphat. Auch hier wird der Hexosediphosphat- 
katalysator zu rasch verbraucht. 


INN, 





Abb. 7. 
Umlagerungsgeschwindigkeit 
von Glykogen in Na F- (m/20) ver- 
setztem Mazerationssaft. Ordi- 
nate: emm CQO.. Abszisse: Zeit 
in Min. (2 cem mit 0,6 eem Maze- 
rationssaft). 

eo——e |. §mg Glykogen. 
o——o II. 9mg Glykogen + 2 
. 10-3 mol. Arseniat. 
a Ill. 9mg_ Glykogen 
+ 4mg Acetaldehyd. 
<x IV. 9 mg Glykogen 
+ 4mg Acetaldehyd 
+ 2,.10-3 mol. Arse- 


mm CO, 


4 











niat. 











40 
Minuten —> 


Diskussion. 


Im vorhergehenden sind eine Reihe von Beobachtungen zu den 
einleitenden Garungsphasen mitgeteilt, d.h. bis zur Erreichung der 
Phosphoglycerinséurestufe. An dieser Stelle tritt eine neue, bisher 
nicht zu beantwortende Frage auf. Denn wenn die Phosphoglycerin- 
siéure das zwangsliufige Durchgangsprodukt der Zuckervergarung ist. 
indem alle bei der Garung entstandene Kohlensaure aus der carboxylati- 
schen Spaltung der Brenztraubensiure stammt, die ihrerseits aus 
Phosphoglycerinsiure entsteht und ebenso aller Alkohol aus der Reduk- 
tion des Acetaldehyds, der bei der carboxylatischen Spaltung frei wird, 
so miissen im Verlauf der Glucosegirung Bedingungen auftreten, die 
eine raschere Vergaérung der Phosphoglycerinsadure gestatten, als sic 
das isolierte Produkt zeigt. Die Phosphoglycerinsiure wird im gleichen 
Mazerationssaft sechs- bis zehnmal so langsam vergoren als Glucose 
im raschesten Abschnitt der Phosphatperiode und andererseits zwei- 
bis viermal so rasch als Hexosediphosphorséure in Abwesenheit von 
Arseniat. Da in Gegenwart von Arseniat die Garung des Hexosedi- 
phosphats die Glucosegargeschwindigkeit erreicht, so bleibt auch hier 
die Phosphoglycerinséuregérung etwa ums Fiinffache zuriick, da ihre 
eigene Vergérung durch Arseniat nur héchstens aufs Doppelte ge- 
steigert wird. Durch die Feststellung zweier Unwandlungsprodukte der 
Phosphoglycerinsaéure, von denen das eine im vorhergehenden zusammen 








a. ih feet of. oe eee 





‘bei 


elise 
nte! 
hat- 


den 
det 
sher 
rin- 
ist, 
lati- 
aus 
luk- 
rird, 
die 
sie 
‘hen 
COSC 
wel- 
von 
edi- 
hier 
ihre 
ge- 


der 


men 








Beobachtungen zur Kinetik der zellfreien Garung. 99 


mit Lohmann beschrieben ist!, wahrend tiber das andere spater berichtet 
werden soll, eréffnet sich vorlaufig noch keine Méglichkeit, zu solchen 
stark erhéhten Gargeschwindigkeiten zu gelangen, so daB die Lésung 
dieses Problems fiir spater zuriickbleiben muB. 

Wenn man nun aus den vorstehend mitgeteilten Beobachtungen 
Schliisse ziehen will, muB man im Auge haben, daB zwischen den ver- 
schiedenen Heferassen und den verschiedenen Zymasepraparaten 
(Acetonhefe, Trockenhefe, PreBsaft, Mazerationsssaft) erhebliche Unter- 
schiede bestehen. Es ist daher nicht erlaubt, in einer bestimmten An- 
ordnung gefundene Tatsachen beliebig zu verallgemeinern und ebenso- 
wenig sie auf Grund abweichender Ergebnisse in anderer Anordnung 
zu bestreiten. Das hier gefundene gilt zundchst nur fiir stark gér- 
wirksamen Mazerationssaft, der frei ist von Selbstgaérung und eine 
tvypische Induktionsperiode, Phosphatperiode und darauffolgende Ver- 
girung-von Hexosephosphat zeigt. Die Tatsache, dab hier in der Periode 
der raschesten Veresterung die Bildung des Robison-Esters derjenigen 
der Harden-Y oung-Esters vorangeht und daB obendrein die Veresterung 
dabei stets etwa friiher beginnt als die Abspaltung von Kohlenséure, 
spricht fiir die schon friiher aufgestellte Hypothese*, dab der Robison- 
Ester ein Zwischenprodukt bei der Bildung der Hexosediphosphorsaure 
ist. Dabei ist es, nachdem der Robison-Ester als ein Gleichgewichts- 
ester erkannt ist?, durchaus méglich, daB er in spateren Garabschnitten 
auch sekundar bei der Dephosphorylierung von Hexosediphosphat 
entsteht. So hat Neuberg gezeigt*, daB gerade in nicht sehr garwirksamen 
Extrakten noch nach 2 bis 3 Stunden zur Hauptsache Robison-Ester 
isoliert werden kann, den man wohl zum Teil auf Dephosphorylierung 
von Hexosediphosphat beziehen wird. Ob nun dieser Monoester selbst 
bzw. eine primar entstandene aktive Form desselben das am leichtesten 
vergarbare Veresterungsprodukt ist oder ob der eigentliche aktive 
Ester erst dadurch entsteht, daB der Monoester noch eine Phosphor- 
saure aufnimmt und hierbei gleichzeitig zu einem Teil zerfallt, wahrend 
ein anderer Teil sich in Gestalt der Harden-Young-Saure stabilisiert, 
kann nicht sicher entschieden werden5. Ich méchte jetzt der zweiten 
Vorstellung den Vorzug geben und annehmen, dai bei der Umlagerung 


' Lohmann u. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. 2 Meyerhof 
u. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 3 K. Lohmann, ebenda 
262, 137, 1933. 4 Neuberg u. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 


— 5 Zu dieser hypothetischen, aber fiir die Formulierung der Garungs- 
gleichungen nebensachlichen Frage ist in den verschiedenen Arbeiten unseres 
Instituts nicht in gleicher Weise Stellung genommen. Hieraus ist falschlich 
von einigen Autoren gefolgert, da die Vorstellung einer intermediaren 
Bildung der Hexosemonophosphorséiure von mir aufgegeben und eine 
grundlegende Anderung gegeniiber der friiheren Auffassung eingetreten 
wire. Dies ist jedoch nicht der Fall. 
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des primar entstandenen Monoesters eine aktive Hexosediphosphorsaiur 
auftritt, iibereinstimmend mit der, die bei der Arseniatgérung de: 
Harden-Y oung-Saure entsteht und die vielleicht in gleicher Weise auch 
in der lebenden Zelle gebildet wird. 

Das Gleichgewicht zwischen Hexosediphosphat und Dioxyaceton 
phosphat zeigt jedenfalls einen Weg auf, wie der phosphorylierte Zucke1 
enzymatisch in die 3-C-Stufe tberfiibrt wird und damit der erste Schritt 
der Zuckerspaltung herbeigefiihrt wird. Da andererseits aus Hexose- 
monophosphat direkt kein Triosephosphat entsteht und da auch de1 
Umsatz des Trioseesters niemals rascher ist als der des Hexosediphosphats, 
fehlt vorliufig eine Erklarung fiir die raschere Vergérung des freien 
Zuckers. Es ist méglich, daB die Anhaufung der Harden-Young-Saure 
infolge des bestehenden Gleichgewichts durch Kondensation der iiber 
eine aktive Form zunachst gebildeten und dann selbst stabilisierten 
Dioxyacetonphosphorsaure zustande kommt. Wie dies aber auch im 
einzelnen verlaufen mag, so zeigt der Umstand, daB bei der Glucose- 
girung die Veresterung in den ersten 1 bis 2 Minuten der Kohlensaure- 
bildung vorangeht, wahrend die Vergirung des Hexosediphosphats 
maximal einsetzt, daB der Zucker erst nach einer vorhergehenden Ver- 
esterung gespalten werden kann; dasselbe folgt notwendig auch daraus, 
dab die Brenztraubensaure, die die Muttersubstanz sowohl des Alkohols 
wie der Kohlensaure darstellt, in jedem Falle aus einer phosphorylierten 
Vorstufe herstammt, sei dies nun unveranderte Phosphoglycerinsaéure 
oder ein Umlagerungsprodukt derselben. Infolgedessen scheint mir 
die jiingst von Harden geiuBerte Vorstellung!, wonach der vergorene 
Zucker selbst nicht phosphoryliert wiirde, sondern der Zuckerzerfall 
eine durch die Bildung der Hexosediphosphorsaéure induzierte Reaktion 
sein kénnte, nicht wahrscheinlich. 

Dabei bedarf der Umstand noch einer Klérung, warum in den mit 
Fluorid versetzten Ansatzen die Anhaufung der Phosphoglycerinséure 
anfangs rascher vonstatten geht als die Garung in den fluoridfreien 
Ansatzen, und zwar nicht nur die Kohlensaiurebildung, sondern auch 
wenigstens bei der ,,Arseniatgaérung’* der Hexosediphosphorsaure 
der dazugehérige Phosphatumsatz. Da die Umlagerungsgeschwindigkeit 
mit NaF in den ersten Minuten hier etwa das Doppelte bis Dreifache des 
P-Umsatzes inden Garansatzen betragt, steht dies vielleicht in Zusammen- 
hang mit der ersten Harden-Youngschen Garungsgleichung. Man kénnte 
daraus folgern, dab zunachst die doppelte Zahl Estermolekille reagieren 
als vergaren und daB alle diese Molekiile die Phosphoglycerinséurestufe 
erreichen, wenn sie durch NaF fixiert werden. Ohne NaF zerfallt die 
Halfte davon, wahrend die andere Halfte, vielleicht tiber Dioxyaceton- 


' Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 113, 1932. 
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phosphorsaéure, wieder zu Hexosediphosphat wird. Etwas Ahnliches 
diirfte auch bei der Zuckergirung selbst stattfinden, wo ebenfalls die 
doppelte Zahl Molekiile primar in Reaktion treten kénnten als nachher 
vergiren, da auch hier anfangs mehr, als gleichzeitig vergairen, mit 
NaF auf der Phosphoglycerinsaurestufe fixiert werden. 

Dariiber hinaus wird man vorlaufig keine vollstandige Erklarung 
fiir die erste Harden-Young-Gleichung finden kénnen und angesichts 
der zahlreichen aufgefundenen Zwischenstufen und der verschiedenen, 
zwischen ihnen sich abspiclenden Gleichgewichtsreaktionen scheint es 
verfriiht, ins einzelne gehende Schemata der Garung aufzustellen, die 
iiber die kiirzlich gegebene Formulierung! hinausgehen. Diese gibt 
zwar die Verkniipfung der verschiedenen Intermediarprodukte, wie ich 
denke, im Prinzip zutreffend wieder, sie wird dagegen der Kinetik der 
Garung noch nicht gerecht. Insbesondere um der Harden-Youngschen 
Gleichung I zu geniigen, miibte sie fiir den Verlauf in zellfreiem Hefe- 
extrakt erginzt werden durch ein Schema, nach dem bei iiberschiissig 
vorhandenem Phosphat die doppelte Zahl Zuckermolekiile mit Phosphat 
in Reaktion tritt und wohl auch die Phosphoglycerinséurestufe erreicht 
als nachtraglich zerfallt, wobei die Halfte von ihnen in Hexosediphosphor- 
siure verwandelt wird. Dies wird man der Zukunft tiberlassen miissen. 


Herrn W. Wéhle danke ich fiir seine Mithilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Arbeit werden neue Beobachtungen zur Kinetik 
der Garung des Mazerationssaftes mitgeteilt. In den allerersten Minuten 
des Garanstiegs geht die Bildung des Robison-Esters der des Harden- 
Young-Esters voraus, wobei das Verhaltnis sich bis zur Veresterung 
des praformierten Phosphats langsam zugunsten des Harden-Young- 
Esters verschiebt. Dabei werden in der ersten Minute mehr Phosphor- 
sduremolekiile verestert als CO,-Molekile entstehen. Der Unterschied 
gleicht sich in den n&chsten Minuten aus. In Gegenwart von Acet- 
aldehyd setzt die Veresterung mit maximaler Geschwindigkeit ein, 
wahrend auch hier die Garung einen 1 bis 2 Minuten dauernden Gar- 
anstieg zeigt. 

Hexosediphosphat, das fiir sich allein langsam und mit konstanter 
Geschwindigkeit vergairt, zeigt mit Arseniat bei einer maximal ums 
30- bis 50fache gesteigerten Gargeschwindigkeit einen typischen Gar- 
anstieg. Einen ahnlichen Anstieg zeigt auch die Abspaltung des Phos- 
phats, jedoch geht in den ersten 1 bis 2 Minuten die Phosphatabspaltung 
der Kohlensaéurebildung voraus. 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933; O. Meyer 
hof, Nature 182, 337, 373, 1933. 
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In Gegenwart von Natriumfluorid und Acetaldehyd werden sowoh| 
Glucose in Gegenwart von einer Spur Hexosediphosphat wie auc! 
héhere Konzentrationen Hexosediphosphat in Gegenwart von Arseniat 
rasch zu Phosphoglycerinsiure oxydiert. Diese Umlagerung setzt in 
jedem Falle mit maximaler Geschwindigkeit ein. Es werden dann also 
in den ersten 1 bis 2 Minuten mehr Hexosemolekiile in Phosphoglycerin 
sdure iiberfiihrt, als bei Abwesenheit von Fluorid im gleichen Zeitraum 
vergoren werden. Fiir Hexosediphosphat mit Arseniat gilt, daB etwa 
doppelt soviel Molekiile umgelagert werden als im gleichen Zeitraum 
ohne Fluorid Phosphat abspalten. Wahrscheinlich erreichen demnach 
die doppelte Anzahl Molekiile normal die Phosphoglycerinsaurestufe 
als nachher zerfallen, was wohl mit der ersten Harden-Youngschen 
Garungsgleichung zusammenhangt. 

Bei der Vergérung des Hexosediphosphats mit Arseniat ist dic 
maximale Gargeschwindigkeit der Esterkonzentration proportional, 
wenn kein Acetaldehyd zugegeben ist. In Gegenwart desselben ist dice 
maximale Geschwindigkeit von der Konzentration unabhangig und 
gleicht der héchsten Geschwindigkeit ohne Acetaldehyd. Fiir den Um- 
satz der Dioxyacetonphosphorséure gelten mit und ohne Arseniat 
dieselben Regeln wie fiir Hexosediphosphorsaéure, doch ist fiir sie die 
Arseniatgarung bei gleichen Konzentrationen langsamer. 

Der Umsatz des Glykogens zeigt insofern eine Sonderstellung, als 
in Gegenwart von Natriumfluorid sich spontan Hexosediphosphat an- 
reichert und daher ein Zusatz von Hexosediphosphat zur Auslésung der 
Umlagerung nicht erforderlich ist. Alle Besonderheiten des Umsatzes 
lassen sich aus diesem Umstand erklaren. Auch Glykogen wird in 
Natriumfluorid durch anwesenden Acetaldehyd mit stark erhéhter 
Geschwindigkeit zu Phosphoglycerinsdure oxydiert. 
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Uber die Titrationskurven einiger 3-Kohlenstoff- 
Phosphorsiureester und der Inosinpyrophosphorsaure. 
Von 
W. Kiessling'. 

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 

(Eingegangen am 16, Juli 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In jiingster Zeit haben die 3-Kohlenstoff-Phosphorsaureester als 
Zwischenprodukte der Milchséurebildung und der alkoholischen Garung 
groBe Bedeutung erlangt. Die Titrationskurven solcher Ester haben 
praktisches und theoretisches Interesse, wie dies von Meyerhof und 
seinen Mitarbeitern gezeigt wurde?. Praktisches deswegen, weil die im 
biologischen Bereich liegenden pK’-Werte der zweiten Stufe der Phos- 
phorsiure die fiir die manometrischen Messungen zu _ berechnenden 
Veresterungskorrekturen erméglichen, die durch das Auftreten bzw. 
das Verschwinden der Ester notwendig werden. Theoretisch ist der 
KinfluB der anderen Esterkomponente auf die Dissoziationskonstanten 
der Phosphorsiure von Wichtigkeit. Deshalb sollen die im letzten 
Jahr gemachten Titrationskurven in einer geschlossenen Ubersicht 
veréffentlicht werden. Im zweiten Teil wird die Titrationskurve der 
von Lohmann*® zuerst dargestellten Inosinpyrophosphorsaure _ be- 
schrieben werden, die einen neuen Beweis fiir die Existenz dieses Korpers 
liefert. Dies geschah auch im Hinblick auf eine Anzweifelung Barren- 
scheens 4. 

A. Theoretisches. 

Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten der sekundéren Phosphor- 
siuregruppe diente die Henderson-Hasselbalchsche Gleichung fiir schwache 
Sauren in der Hasselbalchschen Form: 

pK, > Pu — log a= RB 
C ist die totale molare Konzentration der Puffersilure, B die zugesetzten 
Grammiaquivalente der starken Base. Fiir die erste Dissoziationskonstante 
wurde die Formel von van Slyke fiir starke Sauren verwandt: 
x. (HY) (B+ HY, 
a C=(B+ H*) 
1 Stipendiat der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. - 
Meyerhof u. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926; Meyerhof u. 
Lohmann, ebenda 185, 127, 1927. — * Ebenda 254, 381, 1932. — * Ebenda 
265, 141, 1933. 
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Bei der Diphosphoglycerinséure, die eine 5-basische Séure ist, beeinflussen 
sich die ersten drei Stufen und die vierte und fiinfte Stufe so stark, daB dik 
monomolekulare Formel falsche Werte liefert. Deswegen wurde fiir die 
vierte und fiinfte Stufe die von Meyerhof und Lohmann (1. c.) angegeben 
dimolekulare Berechnungsformel verwandt. Von einer Berechnung de1 
ersten drei Stufen wurde abgesehen, weil die Messungen nicht genau genug 
sind, um die Einfiihrung einer weiteren Unbekannten in die Gleichung zu 
gestatten. 
B. Ausfiihrung der Titration. 

Die elektrometrischen Messungen geschahen mit der von .Weyerhof und 
Suranyi (1. ¢.) angegebenen Anordnung. Die CO,-freie NaOH wurde nach 
Sorensen dargestellt und war 0,104] und 0,1015n. Das Potentiometer der 
Cambridge Instrument Co. gestattete noch eine Ablesung von 0,2 Millivolt. 
Die durch die zugegebene NaOH auftretende Verdiinnung wurde beim 
Auftragen der Kurven nicht beriicksichtigt; da alle friiheren Messungen 
ebenso aufgetragen wurden, sind sie trotz kleiner Verzerrungen direkt 
vergleichbar. 

C. Ergebnisse. 
I. Titrationskurven der 3-C-Phosphorsdureester. 

Die Messungen geschahen mit den freien Sauren, die jeweils aus 
ihrem Bariumsalz durch Umsetzung mit Schwefelsiure dargestellt 
wurden. Titriert wurden immer 3ccm einer Lésung, deren molare 
Konzentration 0,08 bis 0,11 mol. betrug. In der Tabelle I sind die 
pk’-Werte zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Dissoziationskonstanten. 





Siéure | p kK, p ky p K A p kK; p kK. 
a-Glycerinphosphorsiure 1,40 6,44 
8-Glycerinphosphorsiure 137 6,34 
PhoSphoglycerinsaure . 5 1,42 3,42 5,98 
Diphosphoglycerinsaure. . ....... 7,46 7,99 
Brenztraubensiure-Phosphorsaure . . . . 3,5 6,38 
Glycerinaldehydphosphorsaure, synthet.. . 2,10 6,75 
Dioxyaceton-Phosphorsaure, nat... . . . (1,77) (6,45) 

H, PO, ¢ ea «le he es 4 a ee 
Hexosediphosphorsiure. ........ | 1,52 631 


1. «- und f-Glycerinphosphorsaure. Die Bariumsalze der «- baw. 
B-Glycerinphosphorséure wurden aus dem Ca- bzw. Na-Salz der Merck- 
schen Praparate dargestellt, nachdem sie vorher tiber das Pb-Salz 
gereinigt wurden. Die Glycerinphosphorsiure wurde von Meyerhoj 
und Suranyi (1. c.) und von Morton! titriert, allerdings ohne Angabe, 
ob es sich um «- oder f-Saéure handelte. Da bis jetzt nur die g-Saure 


1 Quart. J. of Pharm. 3, 438, 1931. 
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biologische Bedeutung besitzt, war eine getrennte Bestimmung der 
beiden Isomeren notwendig. Die pk ,-Werte beider Sauren sind gleich 
und um 0,6 kleiner als freie Phosphorsiure. Bei den p K)-Werten besteht 
zwischen der z- und /-Saure eine geringe Differenz von 0.1. Auch diese 
Werte sind um ungefaihr 0.4 bis 0,5 kleiner als die der zweiten Stufe 
der Phosphorsaure. 

2. Phosphoglycerinsaure. Das saure Bariumsalz der Phospho- 
glycerinséure wurde aus Hefe gewonnen!. Die Dissoziationskonstanten 
(Abb. 1, Kurve 1) sind im Vergleich mit einem aquimolekularen Gemisch 
von Glycerinsaure und Phos- 
phorsiure (Abb. 1, Kurve I) 
ebenfalls kleiner. In der dritten 
Stufe besteht ein Unterschied 
von tiber 0,8 py. Der p K ,-Wert 
dieser Kurve entspricht der 
ersten Dissoziationskonstanten 





3 


% 


~ 


Wert = 3,42 der Dissoziations- 

konstanten der Glycerinsaure, 

der pK. -Wert 5,98 der 0 2 . 6 8 Dy 1 
Abb. 1. 

der Phosphorsaure. —e a 


3 Brenztraubensaure-Phos- Il Titrationskurve eines Aquimolekularen 
is , , Gemisches Phosphorsiure und Glycerin- 
phorsiure. Das Bariumsilber- siure, 
salz dieser Saéure wurde nach III Titrationskurve der Brenztraubensiure- 
Phosphorsaure. 


der Phosphorsiure, der pK.- 


— > Aequ.Na0H 














zweiten Dissoziationskonstanten 


Meyerhof und Lohmann? ge- 

wonnen. Sie ist ein Umwandlungsprodukt der Phosphoglycerinsaure 
und ein Intermediirprodukt bei der Brenztraubensaéurebildung. In der 
dritten Stufe zeigt sie im Vergleich mit Phosphoglycerinsaéure eine deut- 
liche Verschiebung nach der alkalischen Seite (Abb. 1, Kurve III). Der 
Wert pK) = 6,38 ist aber immer noch um 0,5 kleiner als der der 
Phosphorsaure. Die zweite Stufe entspricht der Brenztraubensaure, ihr 
pK \-Wert - 3,5 ist um 1,0 gréBer als der der freien Brenztrauben- 
siure?, Die erste Stufe scheint ebenfalls saurer zu sein als die ent- 
sprechende der Phosphorsaure, doch kann ihr Wert wegen einer Beein- 
flussung der H,-Elektrode durch die Saure nicht genau angegeben 
werden. 


4. Die Diphosphoglycerinsiure wurde aus Schweineblut nach 


(rreenwald* dargestellt. Die Adenylpyrophosphorséure wurde mit 
! Meyerhof u. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933. * Ebenda 
271, 89, 1934. —- ? Béseken, Hansen u. Bertram, Rec. trav. Pays Bas 35, 


313, 1916. 4 J. of biol. Chem. 638, 339, 1925. 
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Hg-Nitrat bei lackmussaurer Reaktion abgetrennt. Bis zu 2,5 Aqui 
ralenten ist die Diphosphoglycerinsdéure saurer als ein Gemisch 2-Phos 
phorsaure + Glycerinsdure (vgl. Abb. 2). Dann iiberschneiden. sic}, 
die Kurven und die der Diphosphoglycerinséure biegt nach der alkali 
schen Seite ab. Es ist dies der einzige bis jetzt beobachtete Fall, bei 
dem die zweite Stufe einer veresterten Phosphorséure schwacher als 
die freie Phosphorsaure ist. Nach der bimolekularen Formel von Me yer 
hof-Lohmann berechnet sich fiir pK; - 7,46 und pK; = 7,99. 

5. Die  Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure wurde nach H.0 
L. Fischer! und die Dioxyace- 
tonphosphorsaure nach Meyer- 









2Phosphorsaure 
+ Giycerinsaure 


hof und Lohmann? dargestellt 
Die pk’-Werte der Glycerin- 


Diphosphoglycerinsiure)  Aldehydphosphorsaure stimmen 
Pohcnsenaial 


xs ns mit denen der Phosphorsaure 
3 | nahezu tiberein. Ob die Unter- 
: | | schiede der Dioxyacetonphos- 

a a a ema phorsaure real sind, kann wegen 
der Unbestandigkeit dieser 


| — . ° 

Saure nicht entschieden werden. 
| 7 Zusammenfassend JaBt sich 
| sagen, daB die 3-C-Phosphor- 
9 





sdureester in der ersten Stufe 














0 >, 7 ~=—« immer saurer sind als Phosphor- 
” . . . 
siure. Fir die zweite Disso- 
Abb. 2. we k tanhea int Gas.in a 
o——— Titrationskurve eines Gemisches: eae ara a , -™ —_ = a 
2 mol. Phosphorsiéure und 1 mol. Regel der Fall, gilt jedoch nicht 


Glyecerinséure, 
@ Titrationskurve der Diphospho- ‘hee 5 
glycerinsiure, phoglycerinsaéure gezeigt wurde. 


~ immer, wie es bei der Diphos- 





II. Titrationskurve der Inosinpyrophosphorsdure. 

Die fiir die Messung verwandte [nosinpyrophosphorsiure wurde 
aus dem Bariumsalz, das nach Lohmann (l. ce.) durch Einwirken von 
Natriumnitrit in essigsaurer Lésung auf Adenylpyrophosphat gewonnen 
wurde, mit H,SO, dargestellt. Das Bariumsalz wurde iiber das Hg-Salz. 
das bei stark kongosaurer Reaktion abgetrennt wurde, gereinigt. Nach 
7 Minuten Hydrolyse in n HCI bei 100° war das Verhaltnis anorganischer 
P zu organischem P = 1,975:1, also dasselbe Verhaltnis wie beim 
Ausgangsmaterial. Der Gesamt-P,0O;-Gehalt hatte innerhalb der 
Fehlergrenze den von Lohmann angegebenen Wert von 23,4°. Aut! 


' Chem. Ber. 65, 337, 1932. — ? Diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
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ein Teil Saure trafen 1,7 bis 2,2 Teile Ba. Diese Unterschiede sind 
durch geringe py-Schwankungen bei der Fallung bedingt, haben also 
nichts mit dem Reinheitsgrad zu tun. Die molare Konzentration der 
titrierten Saure betrug 0,0315, 0,0346 und 0,0287. Die Lauge war 
0.1015 n; titriert wurden immer 3cem. Ein Teil der Lésung wurde im 
zugeschmolzenen Reagensrohr mehrere Stunden hydrolysiert, wobei 
die Inosinpyrophosphorsaéure zu Hypoxanthin + Pentosephosphorsaure 

2-Phosphorsiure gespalten wird. In Abb. 3 sind die Kurven der 
Inosinpyrophosphorsaure — und 
ihrer aufgespaltenen Verbindung 





und zum Vergleich auch die 





entsprechenden der Adenylpyro- 
phosphorsaure aufgezeichnet. Bei 
dem Vergleich der Durchschnitts- 
kurve aus mehreren Titrationen 





mit der der Adenylpyrophosphor- 5S | \7 | 
siure zeigt sich, daB sie fir die S$ ° sa , 
ersten drei Stufen, die denersten § as 
DissoziationskonstantenderPhos- * pa 
phorsaurenentsprechen, vor allem | 

zwischen der zweiten und dritten, os aid eras fan bar 


wesentlich saurer ist. Die 





fehlende NH,-Gruppe kann man 
dafiir verantwortlich machen. 

In der Tat ist bei px = 3,5 ent- 7 i 8g 10 Dy 
sprechend der Basendissoziations- Abb. 3. 

















+ Titrationskurve der Inosinpyro- 
: j ed phosphorsaure J, 
beiden Kurven eine Differenz O———o Titrationskurve der Adenylpyro 
phosphorsiure A I, 


konstante des Adenins! zwischen 


von 0,6 Laugenaquivalent vor- 





1 e @ Titrationskurve der  aufge 

handen. Auf die Berechnung spaltenen Inosinpyrophosphor 
"" W, , ek siure J II, 

der pK’-Werte wurde verzichtet, | , < Titestionshurve der sutgeepel 

da die Messungen nicht genau tenen Adenylpyrophosphorsaéure 


; All, 
genug sind, um eine Ausrechnung 


zu gestatten. Der pA’-Wert der vierten Stufe, der der zweiten Disso- 
ziationskonstanten der Phosphorsiure entspricht, ist bei beiden Sauren 
ungefahr gleich und um 0,4 saurer als Phosphorsiure. Fiir Adenyl- 
pyrophosphorséure berechnet sich ein pK{ = 6,45 und fir Inosin- 
pyrophosphorsiure pK, = 6,40. Die beiden Kurven trennen sich 
nach 4 Laugenaquivalenten, worauf die der Inosinpyrophosphorsaure 
ansteigt und noch 1 Aquivalent NaOH verbraucht, wahrend die 
der Adenylpyrophosphorsaure sofort nach der alkalischen Seite abbiegt. 


1 Levene u. Simms, J. of biol. Chem. 70, 327, 1926. 
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Die Substitution der Aminogruppe durch die Hydroxylgruppe hat als: 
eine mit NaOH noch titrierbare Saurevalenz geschaffen, derer 
pK! = 8,5 bis 9 ist. Ahnlich verlaufen die Kurven der Adenylsauré 
und Inosinséure'. Auch hier ist der pK’-Wert der ersten Stufe der 
Inosinsiure wesentlich kleiner. Die pK ,-Werte sind bei beiden Sauren 
ungefahr gleich. Der der Inosinsiiure entsprechende pK}-Wert im 
alkalischen Gebiet fehlt bei der Adenylsiure. Der p&’-Wert der N H,- 
Gruppe liegt bei 3,5, und wird deshalb im neutralen Gebiet nicht erfaBbt. 
(Fir Inosinséiure pK) = 2.4: pK, — 6,3 und pK. = 8,88, fiir Adenyl- 
siure pK’ = 3,8 und pK) = 6,2.) 

Die Kurve der hydrolytisch gespaltenen Inosinpyrophosphorsaure 
zeigt als wesentlichsten Punkt 2 Laugenaquivalente mehr als die un- 
gespaltene Verbindung. Die neu aufgetretenen Saurevalenzen ent- 
sprechen der zweiten Stufe der beiden Phosphorséuren, wie das auch 
bei der Adenylpyrophosphorsaéure der Fall ist. Zum Unterschied gegen 
die gespaltene Adenylpyrophosphorsaéure ist auch hier eine zwischen 
pu 8 bis 10 liegende weitere Saurevalenz vorhanden. 

Diese Unterschiede des Verlaufs der Titrationskurven der Inosin- 
pyrophosphorsaure und Adenylpyrophosphorsiure vor und nach 
ihrer Aufspaltung einerseits und die Analogie mit der freien Adeny|- 
siure und Inosinséiure andererseits geben einen neuen Beweis fiir die 
Existenz der Inosinpyrophosphorsaure. Fiir die Anordnung der H,PO,- 
Molekiile folgt daraus, daB diese nicht mit der NH,-Gruppe verestert 
sein kénnen, wie das von Barrenscheen angenommen wird. Der Ersatz 
der NH,- durch die OH-Gruppe hat eine neue Saurevalenz geschaffen, 


die durch den Mehrverbrauch von 1 Aquivalent Lauge gegeniiber der 


Adenylpyrophosphorsaure deutlich zum Ausdruck kommt. 


Herrn Professor Meyerhof danke ich fiir die Anregung zu dieser 


Arbeit und die Unterstiitzung bei ihrer Ausfiihrung. 


' Wassermeyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 283, 1928; Levene, 


Simms u. Bass, J. of biol. Chem. 70, 250, 1926. 
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Uber den Einflu8 von fetten Olen 
und Metalloleosolen auf die Zellatmung. I.' 


Von 
Walther Traxl, Karl Braun und Karl Locker. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 15, Juli 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Wirkung geringer Metallmengen auf die Zellatmung ist in der 
5 5 5 5 £ 
biologischen Literatur schon lange bekannt. 


Insbesondere hat Warburg in seinen Arbeiten am Seeigelei? nach- 
gewiesen, daB der Sauerstoffverbrauch befruchteter Eier durch Anwesenheit 
kleiner Mengen von Silber-, Gold- und Kupferionen stark vergréBert wird. 
Die Metallkonzentrationen waren bei diesen Versuchen 10> 4 bis L0~° normal. 
Neben dieser Wirkung geringer Metallmengen kann man auf Grund der 
Arbeiten von Meyerhof*, Hopkins*, v. Szent-Gyérgyi® und anderen an- 
nehmen, da auch Fettsiuren und Fette die Atmungsvorginge in der 
Zelle im Sinne einer Steigerung beeinflussen. So kénnten die Fettsaéuren 
als Wasserstoffdonatoren oder Wasserstoffakzeptoren wirken, je nachdem 
sie aus ihren gesattigten Bindungen Wasserstoff abgeben oder an die un- 
gesittigten Bindungen Wasserstoff anlagern. Fiir ungesattigte Fettsaiuren 
nehmen Meyerhof® und Szent-Gyérgyi? an, daB Sauerstoff an konjugierte 
Doppelbindungen angelagert wird, wobei der erstgenannte peroxydartige, 
der zweite athylenoxydartige Bindung annimmt. Speziell iiber die Férderung 
der Sauerstoffzehrung tiberlebender Zellen durch natiirliche Ole (Leindél, 
Riib6l und Lebertran) berichteten Abderhalden und Wertheimer®. 

Die Gegeniiberstellung der Befunde, daB Schwermetalle und Fette, 
bzw. Fettséuren die Zellatmung zu férdern imstande sind, wirft die 
Frage auf: wie verhalten sich Kombinationen von Fetten und Metallen 
in Form von kolloidalen Metalloleosolen? A priori 1aBt sich nicht 
sagen, ob es hier zu einer Potenzierung der Wirkung der Fette durch 
die Metalle kommt. Denn zum Unterschied von ionisierbaren Metall- 
salzen und Metallhydrosolen sind Metalloleosole in Wasser nur sehr 
wenig léslich. Auch konnte der Ladungssinn in Ol] geléster Metall- 
kolloide infolge der niedrigen Dielektrizitétskontante des Mediums ein 

1 Uber dieses Thema hat einer von uns (T'razl) auszugsweise in der 
Wiener f. biol. Ges. am 11. Dezember 1933 vorgetragen. Klin. Wochen- 
schrift 1934, Heft 13, S. 503. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910. — 


3 Pfliigers Arch. 199, 513-—566, 1923. 4 Biochem. J. 19, 787-—819. 
5 Diese Zeitschr. 146, 245ff., 1924. 6 Pfliigers Arch. 199, 531, 1923. 


7 Diese Zeitschr. 146, 245 u. 254, 1924: 149, 188, 1924. — § Pfliigers Arch. 
191, 258ff., 1919. 
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anderer sein als der Ladungssinn der Metallhydrosole und damit auc); 
die Wirkung der Metalloleosole. Andererseits nahmen wir an, daB ein: 
von fettem Ol geférderte Atmung durch in ©] geléstes Metall eine: 
weiteren Auftrieb erfahren kénnte. 


Experimenteller Teil. 


Zur Technik der Versuche: Als Zellmaterial dienten déberlebende Hiihne 
erythrocyten, die jeweils frisch durch Defibrinieren des Blutes durch Schiitteln 
mit Glasperlen gewonnen und zweimal abzentrifugiert und mit Ringer. 
lésung gewaschen wurden. Fiir den Versuch wurde der Blutkérperchenbrei 
jeweils mit der Ringerlésung auf das Blutvolumen aufgefiillt. Die Ze// 
atmung wurde nach Warburg: bestimmt. Der Sauerstoffverbrauch wurde 
immer in einem Kontrollversuch an der Erythrocytensuspension ohne Zusatz 
und dann nach Zusatz der zu untersuchenden Ole und Oleosole gemessen. 
Die Sauerstoffzehrung allein wurde gegen Luft bestimmt. Bei gleichzeitiger 
Ermittlung der Kohlenséiureentwicklung wurde in einer Sauerstoffatmosphare 
mit 5°, Kohlensiure gearbeitet. Als Thermobarometer diente ein mit 
Ringerlésung gefiilltes GefaB. 

Mit Riicksicht auf die leichte Handhabung und die Reproduzierbarkeit 
der erhaltenen Werte sind wir bei dem einmal verwendeten Zellmaterial! 
geblieben, behalten uns aber vor, die Versuche auch auf anderes Zellmaterial, 
insbesondere Gewebsschnitte auszudehnen. 

Von Fetten wurden zunachst verschiedene Ole untersucht, und zwar 
von dem Gesichtspunkt aus, da8 méglichst Ole mit verschiedener Jodzahl 
zur Untersuchung kamen. Die Metalloleosole wurden nach eigenen Ver- 
fahren hergestellt?. Fiir die erste Versuchsreihe wahlten wir als Metalle 
Silber, Gold und Eisen. Die Farbe der Silberlésung war die einer wasserigen 
Collargollésung, die der Goldlésung das typische Rubinrot kolloidalen 
Goldes und die des Eisenpraiparates war der Farbe von wisserigem Ferrum 
hydrox. dialys. gleich. Es war nicht zu entscheiden, ob das Eisen in dieser 
Lésung zweiwertig oder dreiwertig vorliegt, wenn auch die Farbe fiir die 
Ferriform zu sprechen scheint. Méglicherweise liegt im 6éligen Medium 
ein Gemisch von Ferri- und Ferroeisen vor, das sich in einem Gleichgewicht 
befindet. 

Als Mengenverhaltnis des Ol- und Oleosolzusatzes wurde zuerst 10°, 
des Blutvolumens gewahlt. Sobald durch die ersten Versuchsreihen die 
Reaktionsrichtung festgelegt war, sind wir mit den unphysiologisch hohen 
Zusatzen entsprechend heruntergegangen (Naheres siehe bei den einzelnen 
Versuchsreihen). 

Versuchsergebnisse. 

Die erste Versuchsreihe galt der Entscheidung folgender noch 
offener Fragen: 1. In welchem Grade beeinflussen natiirlich vorkommende 
Ole die Zellatmung ? und 2. Steht der Grad dieser Beeinflussung in 
einem proportionalen Zusammenhang mit der Jodzahl als dem Mab 
der doppelten Kohlenstoffbindungen ? 


1 Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. — 
2 Chem. Zentralbl. 1926, II, 3256. 
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Einflu8 von fetten Olen usw. auf die Zellatmung. I. 11] 
Die Ergebnisse dieser Versuche finden sich in Tabelle I. 


Tabelle I. 


Zu samtlichen Versuchen 3ccm_ Blutkérperchensuspension und 0,3 cem 
Olzusatz. Versuchsdauer 1 Stunde. Versuchstemperatur 39 bis 40°. 





Sauerstoffzehrung 


pncpiphetonalaiahiniipinhinetscataniistaniibints Asiana Blutatmungs- 
Zugesetztes Ol Jodzahl des Blutes im Versuch des Vles steigerung 
allein mit Zusatz allein 
emm Op, emm O» emm Op» 99 
new , Ei) {| 65 65 4 0 
Kokos6l eee Sell | ll | 8 \ 51 52 4 0 
: a i: I | gs { 56 74 4 32 
Obvendl imi} iy) 987 112 3 29 
eee s, ) aor | nae” 75 2 0 
Riabdl wien 100 43 42 9 0 
‘ p 5 i ) ~ 32 
Leinol - - . a 154 = - ; } = Hemmung 
3 —r I . | 17 S4 13 349 
Lebertran i 164 48 269 13 446 


Diese Versuchsergebnisse sprechen eindeutig dafiir, daB die Ole 
die Zellatmung in sehr verschiedenem Grade beeinflussen kénnen, von 
einer Hemmung durch Leinéd] angefangen, bis zu einer fiinffachen 
Steigerung der Atmung durch Lebertran, ohne daB ein Zusammenhang 
dieser Erscheinung mit der Menge der Doppelbindungen, wie sie die 
Jodzahl wiedergibt, zu finden ware. Auffallend war, daB Kokosél 
und Rib6l keinerlei Atmungsbeschleunigung bewirkten. — Beziiglich 
2iib6] stehen unsere Befunde mit den von Abderhalden und Wertheimer 
gefundenen Werten im Widerspruch. Wir werden auf diesen Umstand 
spater noch zuriickkommen, ebenso wie auf die durch Leinél bewirkte 
Atmungshemmung. Ganz besonders auffallend ist die hohe Atmungs- 
steigerung durch Lebertran. 

Die Versuche ergeben weiter, daB die relative Steigerung der 
Atmung, wie sie in Prozenten der urspriinglichen Blutatmung aus- 
gedriickt ist, unabhangig von der Intensitat der urspriinglichen Blut- 
atmung und nur abhangig von der Natur und Menge des zugesetzten 
Oles ist. Wir leiten daraus die Berechtigung ab, in unseren weiteren 
Ausfiihrungen die Atmungsférderung in Prozenten der urspriinglichen 
Blutatmung als Vergleichsbasis zu benutzen. 

Wie wirkt nun Schwermetallzusatz in Form eines Oleosols? Die 
Beantwortung dieser Frage ergibt sich aus den in Tabelle I] zusammen- 
gestellten Versuchsergebnissen. Fiir diese Versuche wurde, um den 
Vergleich zu erleichtern, ausschlieBlich Silberoleosol mit 0,2°, Silber- 
gehalt verwendet. 


0 
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Tabelle II. 


In samtlichen Versuchen 3cem_ Blutkérperchensuspension und 0,3 ec: 
Silbersolzusatz. Versuchsdauer 1 Stunde. Versuchstemperatur 39 bis 40° ( 





Sauerstoffzehrung Blutatmungssteigerung in 
Zugesetztes Silbersol des Blutes im Versuch des Oleo- ” h GM allo} 
allein in’ mit Zusatz sols allein a 1 as Pra ee 
emm Op» inemm O, | inemm 0, || * oe | 
Kokosdl- fot 66 73 2 12 | 0 
silbersol | I 71 78 2 10 j 
Olivendl- {1 63° 93 5 48 | 30) 
silbersol | Il 33 64 6 93 f 
Ribél- tz 74 72 2 0 | 0 
silbersol ei 42 39 2 0 | 
Leindlsilbersol 51 108 13 112 ~34 (Hemmung) 
Lebertran- { I 47 109 20 130 \ 400 
silbersol | II 60 126 20 110 


Entgegen der theoretischen Voraussetzung, da Metalle die Atmung 
fordern, ergeben diese Versuche, daB bei Olivenél und Lebertran woh! 
eine Steigerung der Atmung nachweisbar ist, wahrend die Versuche 
mit Kokosé6l und Riibél keine brauchbare Steigerung ergaben, und im 
Versuch mit Lebertranoleosol die Steigerung wesentlich hinter der mit 
nativem Lebertran erhaltenen zuriickbleibt. Mit Leinélsilbersol wurde 
schlieBlich eine Atmungssteigerung erzielt, wahrend natives Leiné! 
eine Hemmung zeigte. Diese scheinbaren Widerspriiche finden ihre 
Erklarung durch folgende Uberlegung: bei Herstellung der  Silber- 
oleosole wird das Ol auf Temperaturen von etwa 200 erhitzt. Es wiire 
ohne weiteres denkbar, daB bei dieser Temperatur Bestandteile, die 
spezifisch atmungsférdernd wirken, zerstért werden und so eine poten- 
zierende Wirkung von Metall in Ol nicht in Erscheinung tritt. Dat 
diese Uberlegung den tatsichlichen Verhaltnissen entspricht, zeigen 
Versuche mit den auf 20 erhitzten Olen, wie sie in Tabelle III zu- 
sammengestellt sind. 

Tabelle III. 
In saémtlichen Versuchen 3cem Blutkérperchensuspension und 0,3 ecm 
Olzusatz. Versuchsdauer 1 Stunde. Temperatur 39 bis 40° C. 








Jodzahl des Blutatmungssteigerung in °/y durch 

Erhitzte eee Eee 7 wy 
(Olsorte urspriing- erhitzten —_ urspriingliches |_erhitztes ooktekeie aT 
lichen Ols Ols Ol Ol Durehsehnitt 
| 
Olivenél . . 83 69 30 8 70 
Leindl. . . 154 101 — 34 61 112 
(Hemmung!) 


Lebertran . 164 125 400 43 120 
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Die Versuche zeigen eindeutig, daB einmal durch das Erhitzen die 
Jodzahl durchgehend eine Senkung erfahrt. Parallel mit dieser Senkung 
der Jodzah] geht nun auch ein Absinken der Atmungsférderung, die 
jedoch wesentlich betrachtlicher ist als es dem Absinken der Jodzahl 
entsprechen wiirde. Es zeigt sich auch hier bis zu einem gewissen Grade 
die Unabhangigkeit der Atmungsférderung von der absoluten Héhe 
der Jodzahl. Im Vergleich mit den erhitzten Olen ergibt sich durch- 
gehend, daB eine Wirkung der Schwermetalle auf die Atmung eintritt, 
welche beim Oliven6l eine ungefahr achtfache Steigerung, beim Leindé] eine 
Steigerung um ungefahr 100 °,, beim Lebertran eine solche von ungefahr 
200°, bedingt. Interessant ist, dap das Leinédl durch das Erhitzen die 
Fahigkeit erst gewonnen hat, die Atmung zu fordern. Somit muB als 
primdre Ursache der Atmungsfirderung durch natiirliche Ole ein Bestand- 
teil angenommen werden, von dem wir vorléufig nur aussagen kénnen, 
daB er hitzeempfindlich und ungesditigt ist. Méglicherweise spielt hier 
die Gruppe der Vitamine eine Rolle. (Man kénnte hier an das Vitamin A 
und an das Vitamin C denken.) 

Weitere Versuche dienten der Feststellung, wie sich die Oleosole 
anderer Schwermetalle zur Zellatmung verhalten. Zu Vergleichszwecken 
wurden ausschlieBlich Sole in Olivenél verwendet. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 1V zusammengestellt. 


Tabelle IV. 


In saimtlichen Versuchen 3ccm Blutkérperchensuspension und 0,3 ccm 


Oleosolzusatz. Versuchsdauer 1 Stunde. Versuchstemperatur 39 bis 40° C. 








Blutatmungs- Blutatmungs- 
Oleosolzusatz steigerung Oleosolzusatz steigerung 
0 0 0 0 
0,1°% iges Goldoleosol . . 51 0,2% iges Silberoleosol . 48 
0,1% iges Kisenoleat . . 56 Dasselbe mit Zusatz von || 
0,08°% iges Ferrioleosol . 370 0,002°%% Eisen .. . || 136 


In allen Fallen ergibt sich eine weitere Steigerung der Zellatmung 
durch den Metallzusatz, die bei Gold relativ gering ist, ebenso beim 
Oleat des Eisens, waihrend das kolloide Eisen eine ganz enorme Steigerung 
bedingt. Auffallend ist die bedeutende Aktivatorwirkung des Eisens 
im Silberoleosol. Bei der Wirkung des Eisens mu8_ allerdings 
eines beriicksichtigt werden: Wahrend die Sauerstoffzehrung der 
Gold- und Silberpraparate verhaltnismaBig gering war (sie be- 
wegte sich um 10 bis 20° der durch die Praparate bewirkten 
Steigerung der Blutatmung), erwies sich die Sauerstoffzehrung 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 8 
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durch kolloide Eisenpraparate wesentlich héher, wie nachstehend: 
Versuche zeigen: 
der Sauerstoffverbrauch pro Stunde betrug fiir 3cem Blut’ . . 36 emm 
fiir das System: 3 cem Blut, und 0,3 cem Eisenpriiparat. . . . 170 ,, 
Guler Dievereneeess 6 ee ee ee Ey 
fir 0,3:eom’ Hisenpraparat ellen... <5 2 6s es ew OF 4, 
Der blinde Sauerstoffverbrauch des Eisenpraparates ist also 
wesentlich héher als der, welcher theoretisch erforderlich ware, um etwa 
das gesamte Eisen vom zweiwertigen in den dreiwertigen Zustand 
iiberzufiihren. Daraus ist fiir den Reaktionsmechanismus zu schlieBen 
daB auch Sauerstoff fiir Oxydation oder Dehydrierung des Oles verbraucht 
wurde. Im System Blut—Oleosol kann diese Primarreaktion bei Uher- 
tragung des Sauerstoffs eine Rolle spielen. Ob und in welchem Mabe 
das zutrifft, wird allerdings durch obigen Versuch nicht entschieden. 
Die erwartete Potenzierung des Effektes der Ole durch die kolloidalen 
Metalle konnte nach den bisher erhaltenen Ergebnissen in einigen Fallen 
dadurch ausgeblieben sein, daB durch die Erhitzung wesentliche Bestand- 
teile des Oles zerstért wurden. Um so eher muBte sich eine potenzierte 
Wirkung erwarten lassen, wenn wir Ole im Naturzustand mit dem 
Oleosol vereinigten. Das ist tatsichlich der Fall. Die nachstehenden 
Versuche mit einem Gemisch von Silberoleosol und nativem Olivend| 
und Gemischen von Eisenoleosol mit nativem Lebertran ergaben eine 
solche potenzierende Wirkung des Zusatzes von nativem Ol, daB unsere 
Erwartungen bei weitem iibertroffen wurden. 


Tabelle V. 


Versuchsverhaltnisse wie in den friiheren Versuchen. 





Zum Vergleich: Atmungs- 





Sauerstoffzehrung in emm Atmungs- | Steiger. durch das System 
Zusatz pK sag Ieee ot SRI eS ar. <i 
Blut Blut mit Zusatz eet Blut—na- 
allein Zusatz allein ‘ natieen les tives Ol 
Gemisch aus 380 °% | 
nativem Olivend6l, 38 106 12 179 70 80 
70% Silberoleosol | 
Gemisch aus 50% 
Lebertran, 50°% Ferri- , 17 208 15 1150 370 420 
oleosol, 0,08 % ig J 
Dasselbe 24 298 28 1140 370 420 


Von einer nur additiven Wirkung der Metalloleosole kann nach 
diesen Ergebnissen keine Rede sein. 

Weitere Versuche galten der Frage, wieweit man mit dem Zusatz 
von 6] und Oleosol gehen kann, um noch eine Vermehrung der Sauerstoff- 
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zehrung nachweisen zu kénnen. Die Versuche, die mit steigenden Mengen 
Lebertran ausgefiihrt wurden, zeigen, dab die Atmungssteigerung an- 
nihernd proportional der zugesetzten Menge Lebertran verlauft. Die 
Tabelle VI zeigt die diesbeziiglichen Versuchsergebnisse. 


Tabelle VI. 





Es atmeten 3cem Blut Atmungsvermehrung | Es atmeten 3cem Blut Atmungsvermehrung 
mit Lebertran (2 Sorten) in °/9 der Blutatmung | mit Lebertran(2Sorten) in °/) der Blutatmung 


0,003 cem Lebertran nicht nachweisbar | 0,04 cem Lebertran 23 
0,03 ‘ 28 0,08 a 32 
0,3 " a. 380 ae - 223 


Besonders interessant war das Verhalten des Systems Blut —Metall- 
oleosol bei zunehmender Konzentration des Oleosols. Wir berichten 
hiertber in Tabelle VII. 


Tabelle VII. 





Versuch 1: SilbersolI Versuch 2: Silbersol Il Versuch Ill: EKisen- 
Es atmeten aktiviert 0,2°/) Ag aktiviert 0,29 9 Ag oxydsol 0,1 °/) Fe 
3eem Blut mit ee : . - 
Atmungsfirderung in °/) der urspriinglichen Blutatmung 


0,0005 cem 36 4 14 
0,005 , 78 29 32 
005 , 111 44 50 


Silbersol I und II waren zwei verschiedene Priparate, die mit Lebertran 
(2%) und Eisenoleosol (1° Silbergehalt) aktiviert worden waren. Die 
Verdiinnungen 0,05 und 0,005 cem wurden durch Emulsion mit Ringer- 
lésung bewirkt. Zur Kontrolle vergleichen wir noch die Atmungsférderung 
durch Lebertran mit der Atmungsférderung durch Eisenhydroxydoleosol- 
Lebertrangemisch (Priparat wie in Tabelle V), bei um Zehnerpotenzen 
steigenden Konzentrationen. 


Tabelle VIII. 





P f sfirde in ° , rspriinglichen Blut: 
Derek: Zosate vou Atmungsfirderang in o der urspriinglichen Blutatmung 
Lebertran im durch Zusatz von Eisen-Lebertranpriiparat 


Verhiltnis wie in Tabelle V in denselben Verhdltnissen 
1: 10000 nicht nachweisbar 20 
1: 1000 e “ 70 
1: 100 28 119 


Bei Betrachtung der Versuchsergebnisse, die durch die beiden 
letzten Tabellen reproduziert wurden, muBte es auffallen, dap die 
Atmungssteigerung durch Metalloleosole anniahernd in arithmetischer 
Progression zunimmt, wihrend die Metalloleosolzusdtze um Zehnerpotenzen 
vergropert wurden. 

8* 











116 W. Traxl, K. Braun u. K. Locker: 


Gegeniiber der Atmungssteigerung durch Metalloleosole zeigen H ydrosol: 
bei iiberlebenden Hiihnererythrocyten einen wesentlich geringeren Effekt 
Derartige Versuche wurden mit Collargol und kolloidalem Eisenhydrox wi 
unternommen. Fiir Collargol in einer Konzentration 10~* bis 10-4 norma! 
konnte keine Atmungsbeschleunigung nachgewiesen werden. Fiir Eisen 
hydroxyd (kolloidal) wurde bei einer Eisenkonzentration von 107-4 norma! 
die geringfiigige Steigerung von 18 % nachgewiesen. Geringere Konzentra 
tionen gaben keine verwertbaren Effekte. 

Wohl sprechen diese Versuchsresultate dafiir, daB der ,,blind 
Verbrauch“ von Sauerstoff durch die ungesattigten Bindungen in (| 
in den Systemen Blut—6l] und Blut—Oleosol bei zunehmender Ol- oder 
Oleosolverdiinnung immer mehr zuriicktritt und daB ein energic- 
liefernder ProzeB unter Kohlensdureproduktion vorherrscht. Zur Bestati- 
gung dieser Ansicht wurde die Kohlenséureentwicklung dieser Systeme 
in der von Warburg angegebenen Anordnung mit und ohne Kalilauge 
im Einsatz untersucht (I. c.). 


Als Respirationsquotient ergab sich hierbei fiir unser Blutpraparat 0,79, 
fiir das System Blut + 10% Lebertran 0,70 und fiir das System Blut 
+ 1% Lebertran-Eisenhydroxyd-Oleosolgemisch (0,08% Eisen) 0,77. 
Daraus ergibt sich, daB in den Systemen Blut —(l und Blut—Oleosol dem 
vermehrten Sauerstoffverbrauch auch eine vermehrte Kohlensaureent- 
wicklung entspricht, da sonst der Respirationsquotient gegeniiber dem 
Blut wesentlich vermindert sein miiBte. 

Da es sich bei den untersuchten Systemen Blut—Oleosol um heterogene 
Reaktionssysteme handelt, wurde bestimmt, wieviel Metalloleosol durch 
Schiitteln in haltbare wasserige Lésung zu bringen ist. Zu diesem Zwecke 
wurden 100 cem einer 0,23 %igen Silber-Ollésung mit 1000 ccm destillierten 
Wassers 5 Stunden auf der Maschine geschiittelt und hierauf 30 Minuten 
zentrifugiert. Die wasserige Schicht wurde durch Asbest abgesaugt, 
24 Stunden stehengelassen und abermals durch Asbest abgesaugt. Sie 
stellt nun eine gelblich-triibe Fliissigkeit dar und lat sich durch Zusatz 
von Ather leicht kliren. Sie enthalt also noch Spuren von Ol in dispersem 
Zustand. Die wisserige Fliissigkeit wurde eingeengt und mit Salpetersiure 
und Neumann-Gemisch verascht. Die Silberbestimmung ergab einen 
Gehalt von 0,53 mg pro 1000 cem Wasser. 

Bei einem zweiten Versuch wurde anstatt destillierten Wassers Leit- 
fahigkeitswasser verwendet und ausschlieBlich in Geraiten aus Jenaer Glas 
gearbeitet. Bei sonst gleicher Anordnung war der Silbergehalt 3,68 mg 
pro 1000 cem. Die Silberkonzentration im Wasser war daher bei der ersten 
Bestimmung etwa 0,5.10-5normal, bei der zweiten Bestimmung an- 
nahernd 3.10->normal. In der GréBenordnung stimmen diese Konzentra- 
tionen mit den bei den Versuchen in Tabelle VII ermittelten wirksamen 
Zusatzen von Oleosolen gut iiberein. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Unsere Versuchsergebnisse zeigen zunachst folgendes: 


Manche Ole vermégen die Atmung der iiberlebenden Zellen (Hiihner- 
erythrocyten) zu férdern, andere wieder nicht oder nicht in meBbarem 
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Grade. Ist in den Olen ein Metall kolloidal gelést, so vergripert dieses 
immer eine von Ol primar ausgehende Wirkung auf die Zellatmung be- 
deutend. Das kolloidale Metall bleibt aber wirkungslos, wenn das 6] 
selbst keine Wirkung ausiibt. Betrachtet man die Sauerstoffzehrung 
durch die wirksamen Ole allein, die als Blindzah] bezeichnet wurde, 
so haben alle Ole cine kleine, aber meBbare eigene Sauerstoffaehrung 
gezeigt. Wurden sie im Verhaltnis 1:10 mit Blut gemischt, so ergibt 
sich keine reine Addition der Sauerstoffzehrung, sondern eine aus- 
gesprochene Potenzierung. Die Atmungsbeschleunigung ist von der 
Natur des Oles abhangig, innerhalb der Versuchsbedingungen annaihernd 
proportional der dem Blut zugesetzten Olmenge. 

Die Reaktion ist méglicherweise durch stéchiometrische Wechsel- 
beziehungen charakterisiert und verlauft nach dem Massenwirkungsgesetz. 
Das Ol konnte méglicherweise als Sauerstoffiibertrager gewirkt haben. 
Die Atmungsbeschleunigung wiirde dann als induzierte Reaktion aufzufassen 
sein, bei der der Sauerstoff der Aktor, das 01 der Induktor und das iiber- 
lebende Blut der Akzeptor ist. 

Fiir das System Blut—Lebertran und Blut—Olivenél miissen wir 
annehmen, daB ein Verbrauch des Oles nur sehr langsam erfolgt, und daB 
der Sauerstoff zum gréBten Teil an das Blut weitergegeben wird. Dafiir 
spricht einmal, da8 der vermehrten Sauerstoffzehrung auch eine vermehrte 
Kohlensdureentwicklung entspricht, dann aber auch, daB die durch Metall 
katalysierte Reaktion (Versuche Tabelle VII und VIII) bei Oleosolmengen, 
die in der GréBenordnung nur ein Zehntausendstel der Blutmenge waren, 
innerhalb der einstiindigen Versuchsdauer keine aus der Reihe fallende 
Minderung der Wirkung zeigte. 


Die Frage, wie die Fahigkeit des Oles, die Atmung zu férdern, von 
seiner chemischen Konstitution abhingt, kénnen wir vorlaufig nur in 
einem negativen Sinne beantworten. Wir kénnen sagen, daB eine 
Abhingigkeit dieser Fahigkeit von der durch die Jodzahl angezeigten Menge 
der ungesdttigten Kohlenstoffbindungen nicht besteht. 

Die exzessive Atmungsforderung durch Lebertran und die Abnahme 
dieser Eigenschaft durch Erhitzen auf 210° \aBt den SchluB zu, daB die 
primaire Ursache der Atmungsbeschleunigung ein Olbestandteil ist, der 
thermolabil und wahrscheinlich ungesdttigter Natur ist}. 

Durch die Annahme eines thermolabilen Olbestandteiles, der die Rolle 
eines Sauerstoffiibertragers spielt, méglicherweise auch durch das Mit- 
wirken der ungesattigten Kohlenstoffbindungen der Fettséuren, kénnten 
scheinbare Widerspriiche der Versuchsergebnisse leicht erklart werden. 
Fiir unser Versuchsergebnis mit Riibél, das zu den Befunden von Abder- 


halden und Wertheimer in scheinbarem Widerspruch steht, kénnen wir 
nun annehmen, da8 bei dem von uns verwendeten Produkt ein im nativen 


1 Es ist nicht unwahrscheinlich, daB die Atmungssteigerung durch 
Dazwischentreten von Vitaminen, speziell Vitamin A und Vitamin C ver- 
ursacht wird. 
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Ol vorhandener atmungsférdernder Kérper durch einen Raffinations 
prozeB (Schwefelséure) zerst6rt worden ist. Fiir die Atmungshemmung 
durch natives Leinél, die durch Erhitzen verschwindet, und sich in eins 
Atmungssteigerung verwandelt, miiBte man an die Gegenwart eines durch 
Hitze zerstérbaren Hemmungsk6érpers denken. Wiahrend ein Teil eines 
gleichzeitig anwesenden, die Atmung férdernden Kérpers durch die Er- 
hitzung nicht ganz zerstért wurde, wie sich das auch bei anderen Olen gezeigt 
hat, ware der atmungshemmende K6rper durch die Erhitzung géanzlich 
zerst6rt worden. 

Die Hypothese, da sich frische Ole fiir die Atmungsférderung giinstige: 
verhalten als erhitzte, haben wir durch Katalysierungsversuche an frischen 
Olen stiitzen. Wie schon gesagt, férdern die Metalloleosole die Zell- 
atmung nur dann, wenn das Ol, in welchem sie gelést sind, allein eine solche 
Wirkung aufweist. Der Zellatmung direkt gegeniiber scheinen sie daher 
keine Wirkung zu haben (Unterschied von den bisher beobachteten Wir- 
kungen ionisierter Metallésungen). Die Katalyse durch das Metalloleoso! 
trifft offenbar die durch die Reaktionskoppelung mit dem hypothetischen 
Sauerstoffiibertrager geférderte Zellatmung. 


Die Konzentration an Metalloleosoléllésung kann noch von der 
GréBenordnung 1: 10000 im System Oleosol—Blut sein, um noch 
meBbare Werte fiir die Atmungssteigerung zu geben. Da sich die Metall- 
konzentration im Ol nur um wenige Zehntelprozente bewegte, hat 
noch eine Konzentration an kolloidalem Metall im System Blut—Ol von 
der GréBenordnung 1: 10000000 eine meBbare Wirkung ausgeiibt. 


Der regelmaBige Verlauf der Zahlen in den Versuchsreihen Tabelle VII 
und VIII forderte zu einer mathematischen Behandlung heraus. Wahrend 
die Konzentrationen der Metalle im System in Zehnerpotenzen steigen, 
nahmen die dazugehérigen Werte der Atmungsférderung nur in arithmeti- 
scher Reihe zu. Verwertet man die Zahlen in Tabelle VII, so findet 
man, da sich die Abhangigkeit der Atmungsbeschleunigung (y) von 
der Metallkonzentration (x) durch die Gleichung der logarithmischen 
Kurve: 

: y = log x, oder y=a.logxa+n (1) 
darstellen laBt. 

Man kann an Hand dieser Formel errechnen, wie die gefundenen Werte 
der Atmungsbeschleunigung mit den nach der Formel von der Konzentra- 
tion (2) abhangigen Werten von y stimmen. 


Fiir eine allgemeine Anwendung beziehen wir die Metallkonzentration 
auf die Einheit Kubikzentimeter des Systems Blut—Metalloleosol und 
formen die Konzentration auf Normalitat um. So erhalten wir fiir die 
beiden ersten Versuchsreihen in Tabelle VII Werte von 33, 3,3 und 0,33 y 
Silber pro Kubikzentimeter; dem entsprechen die Normalitatswerte: 
3,1 . 10-4 normal, 3,1 . 10-5 normal und 3,1 .107-® normal. Konform dazu 
sind die Eisenkonzentrationen in der dritten Versuchsreihe Tabelle VII 
6.10-4 normal, 6.10-5 normal und 6. 107* normal. Setzt man diese 
Werte fiir x in die logarithmische Gleichung ein, und die Atmungssteigerung 
fiir y, so erhalt man fiir die erste Versuchsreihe annaihernd die spezielle 
Gleichung: 

y = 36. log x + 238. (2) 
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Setzen wir in diese Gleichung fiir x der Reihe nach, wie oben berechnet, 
die Konzentrationen 3,1.107-4n usw. ein, so erhalten wir fiir die 
\Atmungsférderung (y) der Reihe nach die Werte: 110, 76, und 40, denen die 
experimentell gefundenen Atmungssteigerungen 111, 78 und 36° ent- 
sprechen. 

Fiir die beiden anderen Versuche in Tabelle VII ergibt sich iiberein- 
stimmend die spezielle Formel: 

y = 18.logx + 107. (3) 

Setzt man auch hier fiir 2 die oben abgeleiteten Normalkonzentra- 
tionen ein, so findet man fiir die Bedingungen des Versuchs 2 in Tabelle VII 
fiir y der Reihe nach: 44, 26 und 8. Experimentell bestimmt wurde: 44, 
29 und 4%, Atmungsbeschleunigung. 

Fiir Versuch 3 errechneten wir mit derselben Gleichung fiir y die 
Werte 47, 29 und 13. Experimentell gefunden wurden die Atmungs- 
beschleunigungen: 50, 32 und 14%. 

Wir erhielten also innerhalb der Fehlergrenzen iiberraschende 
+ . . a . . 
Ubereinstimmungen und kénnen sagen: Die Atmungsbeschleunigung 
durch Metalloleosole ist abhdangig vom Logarithmus der Metallkonzentration. 

Verfolgt man zur Verwertung dieses Ergebnisses den Kurvenverlauf 
nur wenig iiber die Grenzen, fiir welche experimentelle Daten vorliegen, so 
ergibt sich aus Gleichung (2), da8 keine Atmungsbeschleunigung mehr 
bewirkt wird, wenn 

0 = 36. log. a + 238 (4) 
wird, d. h. wenn man die Gleichung nach 2x auflést, wenn die Metallkonzen- 
tration 1.10-§n wird. Zu fast dem gleichen Resultat gelangt man, 
wenn man in Gleichung (3) y = 0 setzt und nach z auflést. Wir finden aus: 

0 = 18.log.x + 107 (5) 
fiir « den Wert 10-63 n. 


Ganz allgemein kann man die Atmungsanderung in Abhangigkeit 
von der Konzentration des kolloiden Metalles durch den Differential- 
quotienten der logarithmischen Gleichung dy/dx = a/x angeben. 

Wir glauben, mit Recht annehmen zu kénnen, daf die logarithmische 
Gleichung ein allgemein giiltiges Gesetz fiir die katalytische Wirkung der 
Metalle darstellt. Dieses Gesetz wiirde ausdriicken, da Metalle innerhalb 
der Konzentrationen von der GréBenordnung 10-5 n und 10-4n einem 
Optimum der biochemischen Wirksamkeit zustreben. Dariber hinaus 
macht eine Konzentrationserhbhung praktisch keine bedeutende 
Wirkungssteigerung mehr aus. Sie kann nur mehr zu Schadigungen 
fiihren (Metallvergiftungen). Bei Konzentrationen um 10-§n wird die 
Metallwirksamkeit gleich Null. 

Fir die allgemeine Giiltigkeit der logarithmischen Kurve als 
Darstellung der Abhangigkeiten bei der Metallkatalyse spricht auch 
das Ergebnis, das von Euler und Mitarbeiter tiber ihre Untersuchung 
des Einflusses von Metallionen verschiedener Konzentrationen auf 
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die Sauerstoffzehrung durch Ascorbinsdure mitteilen!. Wenn man diese 
Zahlen mathematisch nach der Gleichung der logarithmischen Kurve 
verwertet, so gelangt man zu ahnlichen Ergebnissen, wie wir sie fiir 
unsere Beobachtungen abgeleitet haben. : 

Die beschriebene RegelmaBigkeit der Abhangigkeit der Atmungs- 
beschleunigung von der Konzentration ]aBt auch erkennen, daB der 
Mehrverbrauch an Sauerstoff im System Blut—Oleosol nicht dauernd 
an das ©] angelagert, sondern zugunsten der Blutatmung verbraucht 
wird, und daB er mit einem energetischen Mehreffekt einhergeht, wie 
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wir das auch durch die Bestimmung der Kohlensiureproduktion dieser 
Systeme nachgewiesen haben. 

Die Ergebnisse unserer Versuche, Metalloleosol durch Schiitteln 
in wasserige Lésungen zu bringen, bewegen sich auffallend in jenen 
Grenzen, die durch die mathematischen Beziehungen als optimale 
Konzentrationen erkannt wurden. Diese Konzentrationen stellen sich 
also bei Anwesenheit von Metalloleosolen in wasserigen Lésungen 
automatisch ein. 

Als Beispiel fiir die Brauchbarkeit der mathematischen Behandlung 
gerade auf diesem Gebiete diene die nachstehende Kurve, in der die 
gefundenen und berechneten Werte zu Versuch Tabelle VIII ein- 
gezeichnet sind. Auch diese Kurve zeigt die wiederholt betonte poten- 
zierende Wirkung der Metalloleosole auf die Zellatmung im Vergleich 
mit der Wirkung von reinem Lebertran. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund der Untersuchungen dieser Arbeit kénnen wir zu- 
sammenfassend folgendes aussagen; 

1. Natiirlich vorkommende Ole sind imstande, die Atmungsvorgdng: 
iiberlebender Hiihnererythrocyten je nach Herkommen des Oles in ver- 
schiedenem Grade zu_ beeinflussen. 

2. Der Grad einer Atmungssteigerung durch Ol ist primar unab- 
hangig von den durch die Jodzahl gemessenen ungesattigten Bindungen. 


1 von Euler, Myrbdack u. Larson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 1ff., 1933. 
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ir ist abhangig von der Anwesenheit eines thermolabilen Olbestandteiles, 
der durch Jodaufnahmefahigkeit charakterisiert zu sein scheint. 

3. Dieser noch unbekannte Olbestandteil greift mit stéchiometrischer 
GesetzmaBigkeit in die Zellatmung ein, da die Atmungssteigerung 
proportional der zugesetzten Olmenge ist, wenn kein Metall vorhanden ist. 
Man muB sich daher vorstellen, daB die Atmungsbeschleunigung durch 
Ole nicht katalytisch, sondern nach Art der gekoppelten Reaktionen 
bewirkt wird. Sekundar ist die Mitwirkung der ungesattigten Kohlen- 
stoffbindungen, der Fettsiuren, méglich. 

4. Eine durch 6] hervorgerufene Atmungsbeschleunigung, und nur 
diese, wird durch die Anwesenheit eines in Ol geldsten kolloiden Metalls 
in sehr hohem Grade geférdert. Molekular in ©] geléstes Metall hat diese 
Wirkung in viel geringerem Grade. Metallhydrosole allein férdern die 
Atmung tiberlebender Blutzellen nicht oder den Oleosolen gegeniiber in 
viel geringerem AusmaB. 

5. Sowohl die vermehrte Sauerstoffzehrung durch Ole als auch die 
durch Metalloleosole gehen mit einer verhaltnismaBig vermehrten Kohlen- 
sdureproduktion und daher mit einem vermehrten energetischen Effekt 
einher. 

6. Die mathematische Verfolgung der Abhangigkeit der Wirksam- 
keit des kolloiden Metalles von der Konzentration desselben fiihrt zur 
Erkenntnis, daB hier eine GesetzmaBigkeit vorliegt, die durch die 
logarithmische Gleichung y =a.log.x2 +n ausgedriickt wird. In 
dieser Gleichung bedeutet x die Konzentration des Metalles im System 
Blut —Oleosol und y die Atmungssteigerung. Aus dem Differential- 
quotienten dieser Gleichung dy/dx = a/x ergibt sich, daB sich die 
Zunahme der Metallwirkung mit steigender Konzentration des Metalles 
verringert und daB sich die Atmungssteigerung asymptotisch einem 
Maximum néhert. 

7. Die Wasserléslichkeit von Metalloleosolen oder ihre Dispersions- 
fahigkeit in Wasser ist immerhin so groB, dab die katalytisch optimal 
wirkende Metallkonzentration in Wasser automatisch erreicht wird. 

SchlieBlich ist.es uns eine angenehme Pflicht, Herrn Professor Barren- 
scheen fiir den erfahrenen Rat zu danken, der diese Arbeit an mancher 
Stelle entscheidend geférdert hat. 











Untersuchungen iiber die Elektrophorese 
der Cholesterinsuspensionen. 
Von 
Laurence 8. Moyer. 
(Aus den Laboratorien fiir Landwirtschaftliche Biochemie der Universitit 
Minnesota zu St. Paul, Minnesota, U.S. A.) 
(Eingegangen am 4. Juli 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In letzterer Zeit wurden in einer Reihe von Veréffentlichun- 
gen (1) (2) (3) die Ahnlichkeiten zwischen dem elektrophoretischen 
Verhalten der Latexteilchen der Gattung Euphorbia und dem der 
verschiedenen verwandten Arten untersucht. Sowohl die elektro- 
phoretischen als auch die Eigenschaften der Benetzung dieser Teil- 
chen (4) zeigen an, daB einige mit EiweiB belegt sind. Andere dagegen, 
mit einem niedrigen isoelektrischen Punkt (px 3,2 bis 3,4), scheinen 
eine Oberfliche zu haben, die nicht mit EiweiB bedeckt ist und die sehr 
leicht von organischen Fliissigkeiten benetzt wird. Es war angenommen 
worden, daB in diesen Fallen die Oberflaiche aus Sterinen zusammen- 
gesetzt wire. Unter anderen hat Degkwitz (5) die Rolle der Sterine in 
biologischen Prozessen nachdriicklich betont. Die Ubereinstimmung 
der Ergebnisse ist trotz der Reihe von Untersuchungen, die hinsicht- 
lich des kolloiden Betragens des Cholesterins ausgefiihrt worden. sind, 
welches das bekannteste Glied der Gruppe darstellt, durchaus nicht 
befriedigend. Zur Erliuterung sind die berichteten Werte fiir den iso- 
elektrischen Punkt und die Koagulationsschwelle von Cholesterin in 
Tabelle I kurz zusammengefaBt. 


Tabelle I. 


Ergebnis der Resultate, wie sie inder Literatur berichtet werden. 





Px des pu der 
Untersucher isoelektrischen Koagulations- 
Punktes | schwelle 
Porges und Neubauer (6) Neat ep 21° 
et) a i <1,3 ee ye ae 
ONE DD ec oo sein. pater 4,7—5,0 
Rona und Deutsch(19). . . Peeling 2,4—3,2 


Kermack und Mac Callum (11) were a 
Renae. 5, dees as 2,1—3,6 
Remesow (18,14). ..... 3.2 4,0 


* Berechnet aus den Siurekonzentrationen. 


3,0—4,0 


' Fellow in Botany, National Research Council (U.S. A.). 
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Methodik. 


Ein modifizierter mikroelektrophoretischer Apparat nach Northrup-Kunitz 
wurde in wesentlich derselben Anordnung aufgestellt wie friiher beschrieben 
worden ist (1). Das Potentialgefalle H in der elektrophoretischen Kammer 
wurde wahrend allen Untersuchungen vermittelst des Ohmschen Gesetzes 

ceRI 


H i (1) 


gefunden. In dieser Gleichung ist ¢ das Verhaltnis der Lange der Kammer 
/zu ihrem Querschnitt, g und F ist der spezifische Widerstand der Fliissigkeit 
in der Kammer, wahrend J die Stromstarke ist. Abramson (15) hat q direkt 
gemessen und eliminierte / aus der Gleichung (1), wahrend der Verfasser (1) 
c elektrisch gemessen hat. Bei der Methode von Abramson wird angenommen, 
daB die Intensitat der Stromstarke in der ganzen Kammer gleichférmig 
ist. Um diese Annahme zu priifen, wurde c fiir eine einzige Kammer mittels 
der beiden Methoden bestimmt. 

Wir kalibrierten zuerst den Mikrometer eines Mikroskops mit 
einem Kathetometers. Sodann wurde die Tiefe der mit Wasser gefiillten 
Kammer mittels eines Wasserimmersionsobjektivs gemessen. Die Lange 
und die Breite wurde direkt bestimmt. Nachdem diese vorkehrenden MaB- 
nahmen getroffen waren, wurde gefunden, dai die Werte von ¢ bei diesen 
heiden Methoden nur 3% voneinander abwichen. Diese Ubereinstimmung 
zeigt, daf die experimentellen Folgerungen von Abramson betreffs des 
konstanten Potentialgefalles fiir die gesamte Kammer durchaus richtig sind. 

Alle Untersuchungen wurden in den zwei ,,stationaéren Schichten* 
von 0,21 und 0,79 der ganzen Tiefe der Kammer vorgenommen. Die py-Werte 
wurden mit der Chinhydron-Platinelektrode elektrometrisch bestimmt. 
Alle Ergebnisse wurden in u./sec /Volt /em ausgedriickt. Wegen weiterer Einzel- 
heiten in der elektrophoretischen Technik sei auf die vorherige Veréffent- 
lichung verwiesen (1). 

Das gebrauchte Cholesterin wurde nach Andersqns Methode (16) 
gereinigt. Der Alkohol, welchen man zur Reinigung des Cholesterins be- 
nétigte, wurde von allen Aldehyden befreit. Auf diesem Wege wurden die 
besten Resultate erzielt. 


Herstellung der Cholesterinsuspensionen. 


Cholesterinsole wurden bei jeder der verschiedenen Methoden, welche 
in der Literatur angegeben sind, hergestellt. Es wurde versucht, diese 
Methoden so genau wie méglich zu befolgen, obgleich in einigen Fallen 
die knappe Beschreibung der Technik eine Herstellung der Praparate sehr 
schwer machte. Alle Methoden wurden insofern veraindert, als mit einer 
1% igen Lésung des Lésungsmittels (Alkohol, Aceton usw.) die Sole in einer 
Konzentration von etwa 0,0007 °% hergestellt wurden. Die Endkonzentration 
des Cholesterins wurde durch Zusatz der verschiedenen Pufferl6sungen 
auf 0,00025% vermindert. Die Spitze der Pipette, welche gebraucht 
wurde, um die organischen Lésungen von Cholesterin abzumessen, wurde 
in Ubereinstimmung mit der Technik von Kermack und MacCallum (11) 
stets unter der Oberfliche des Wassers gehalten. Diese Methode lieferte 
stabilere Sole. Alle Sole wurden von demselben Praparat bereitet ! Dieses 
Produkt riihrte von einem Gemisch von Cholesterin her, welches von Gallen- 
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steinen bzw. Riickenmark herstammte. Eine spezielle Beschreibung wird 
spater folgen. 

Die Methoden der verschiedenen Autoren werden in Tabelle IIT zu 
sammengefaBt. Wir befolgten genau Eagles Methode: ,,The cholestero! 
crystals were prepared by pouring the alcoholic solution into water, 
centrifuging and resuspending the sediment in water. Obviously, the 
suspension still contained solvent, which may well have affected the 
results obtained‘‘t. Da die Methoden, welche Remesow angewendet hat, 
nur in sehr allgemeiner Form beschrieben sind, so war der Autor 
fund ebenfalls T'heorell (17)] nicht imstande, Sole mit dieser Technik zu 
bereiten. Es wurden viele Versuche ausgefiihrt, welche jedoch alle frucht- 
los verliefen. 

Neben allen diesen verschiedenen Methoden wurde eine neue Technik 
eingefiihrt, welche Resultate ergab, die fiir elektrophoretische Untersuchun- 
gen sehr befriedigend verliefen. Diese konnten sehr leicht reproduziert 
werden. Reine Cholesterinkristalle wurden in destilliertem Wasser suspendiert 
und dieses Gemisch lieB man gefrieren. Es wurde kein Lésungsmittel gebraucht. 
Das gefrorene Gemisch wurde dann wahrend 1 Stunde im Gefrierraum 
(—- 10°) in einem Achatmérser zermahlen, bis ein feines Pulver erhalten 
wurde. Dieses wurde dann auf dieser Temperatur gehalten, bis man es 
gebrauchte. Wahrend der Lagerung wurde kein Wechsel irgendwelcher 
Art wahrgenommen. Zum Gebrauch wurde die nétige Menge mit 
destilliertem Wasser geschiittelt, bis eine zufriedenstellende Suspension 
erhalten wurde. Keine dieser Suspensionen wurde linger als einige 
Stunden aufbewahrt. Von diesen Suspensionen wurden geniigende Mengen 
in die Pufferlésungen eingefiihrt, so daB eine Konzentration erhalten wurde, 
die noch stets schwach genug war, um einzelne Teilchen im Dunkelfeld- 
mikroskop des Elektrophoreseapparates erkennen zu lassen. 

Als Pufferlésungen wurden Natriumacetat-Essigsiure-Gemische benutzt. 
Wir gebrauchten in den friiheren Untersuchungen eine konstante Molaritiit 
von m/50. Im letzten Teil der Untersuchungen wurden diese Pufferlésungen 
auf einer konstanten ionischen Stirke gehalten, welche durch die Gleichung 


& 


1 


f= 


nj 


ausgedriickt wird. Diese wird erhalten, indem man das Produkt der Kon- 
zentration (in Molen pro 1000 cem) des ‘ten Ions und des Quadrats seiner 
Valenz nimmt, sodann summiert man alle diese Produkte von 1 bis s und 
dividiert durch 2. In den Kalkulationen der verschiedenen Pufferlésun- 
gen wurde ein Wert von pK’ = 4,70 gebraucht, welcher fiir diese Ionen- 
starke bei Cohn, Heyroth und Menkin (18) angegeben wird. Der Wert 
des pK’ bleibt durch die ganze Reihe der Puffer fast konstant. Wo das py 
sehr niedrig war, wurde in einigen Fallen HCl benutzt, um den isoelek- 
trischen Punkt zu bestimmen. 


Resultate. 


Vergleich der verschiedenen Prdaparate und Methoden. 
‘ I 


Verschiedene Autoren haben ganz allgemein angenommen, dab dic 
Unterschiede in der Literatur, welche man fiir die Koagulationsschwelle 


1 Persénliche Mitteilung. 
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und fiir den isoelektrischen Punkt der Cholesterinsole findet, dem 
Unterschied im Ursprung der Cholesterinprapaiate zuzuschreiben 
seien. Um diese Annahme zu priifen, stellten wir vier Praparate nach 
unserer eigenen angegebenen Methode her. Die isoelektrischen Punkte 
wurden in HCl bestimmt und die Geschwindigkeiten in einer Acetat- 
pufferlésung von py 5,8 (u =! 
Tabelle II gezeigt. Die Werte dieser Geschwindigkeiten stellen den 
Durchschnitt verschiedener Bestimmungen dar. Fiir jede Bestimmung 
wurde die Geschwindigkeit von wenigstens 20 Teilchen gemessen. 
Zwischen Teilchen verschiedener GréBe oder Gestalt wurde kein be- 
merkenswerter Unterschied in der Geschwindigkeit wahrgenommen. 
Praparate 1 und 2, welche in allen Punkten dieselben Eigenschaften 
zeigten, sind von sehr hoher Reinheit. Praparat 2 war in voll- 
stindiger Ubereinstimmung mit Praparat 1, obgleich es aus einem 
Gemisch stammte. Praiparate 3 und 4 zeigten einen geringen Unter- 
schied im isoelektrischen Punkt und ihre Geschwindigkeiten waren 
wenig konstant. Die Mischschmelzpunkte der verschiedenen Prapa- 
rate zeigen keinen bemerkenswerten Unterschied. Nach allen Eigen- 
schaften darf man schlieBen, dafs Praparate 1 und 2 reiner waren 
als Praparate 3 und 4. In jedem Falle sind die Unterschiede zwischen 
den vier Praparaten zu klein, um einen Grund fiir die verschiedenen 
Ergebnisse der Literatur zu geben. 


/is0) gemessen. Diese Resultate sind in 


Tabelle II. 


Eigenschaftsunterschiede einiger Sole verschiedener Praparate, 
die nach derselben Methode hergestellt sind. 





des , coe 
Priiparat Ursprung isoelekt:iSChen <“ nome: Schmelzpunkt 
Punktes 5 8 (Corr.) 
Nr. (in HCl) Pu ° 
1 Riickenmark 3,0 1,55 148,5—149° 
2 Riickenmark + Gallensteinen 3,0 1,55 148° 
3 Gehirn 3,3 1,50 148° 
4 Gallensteine 33 1,47 147,5° 


Aus diesem Grunde wurden Sole (von Praparat 2) nach den ver- 
schiedenen bisher bekannten Methoden hergestellt, und einige Varia- 
tionen dieser Methoden benutzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle IIT 
dargestellt. Die Originalmethode ist in jedem Falle zuerst angegeben. 
Die jeweils darunter ausgefiihrten Methoden stellen Variationen dar. 
Obgleich jede Bestimmung die mittlere Geschwindigkeit von wenigstens 
20 Teilchen wiedergibt, kann diesen elektrophoretischen Werten doch 
wenig Gewicht beigemessen werden, da die Unterschiede der Sole in 
vielen Fallen sehr extrem sind. 
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In einem besonderen Ansatz wurden die Suspensionen des 
zerriebenen Cholesterins erhitzt. Typische Resultate sind in Tabelle [\ 
gezeigt. In einem dieser Falle wurde kurz vor dem Erhitzen eine klei: 
Menge Aceton (0,25°,) hinzugefiigt. 


Tabelle III. 


Eigenschaftsunterschiede einiger Sole derselben Praparate, div 
nach verschiedenen Methoden hergestellt. 








serie A Baad OTE 
Prey Tempe- | isoelek- | Geschwin- 
Methode Solvens hitzens Yatur trischen digkeit Bemerkungi 
. Punktes) Pp 9,8 
Std. 0 (in HCl) 
Keeser .... .. || Alkohol 0,75 100 <15 2.35 
” ea m 0,25, 100 1,9 2,83 
* is 2,0 100 << As 2.56 
- Aceton 2.0 100 2.4 1,54 
Porges-Neubauer .. = 7,9 | 50—60 bt 2,37 
. pd o 24.0 40 heft 2,33 
Stern... . .. . || Alkohol | 24,0 85 2,4 3,27 
: = 5,5 85 eas 2.85 
* - 1,0 85 ae 3,61 
a ee Benzin 1,0 85 ror 2,89 Luft 
Rona-Deutsch . . . | Aceton 2.0 | 60—70 1,2—1,3 3.12 hindurch- 
pre hae’ : 10 |60-70| ... | 4,00 — 
. “ eee re 0,75  60—70 oe 3,50 
Kermack-Mac Callum Alkohol | 0,05 65 2.8 2,35 0,2 9/9 Alkohe 
. ‘ . 0,05 65 2,1 1,97 50% 
OM. Ou eee os rf 0 ee 3,0 2.30 
m Dioxan 0 ee 2,7 2,50 
Tabelle IV. 
Veranderungen der Cholesterinsuspensionen durch 
Lésungsmittel und Hitze. 
Liinge des  Tempe- , PH des Geschwindig- 
Priparat Lisungs- — Erhitzens ratur isoelektrischen keit Bemerkungen 
mittel Punktes 58 
Nr. Std. 0 (in HCl) PH 
2 Aceton 0.5 80 Als 2,28 | Luft hin- 
2 0 0.5 80 wade 3,00 | durchgeleitet 
4 0 1,25 100 1.4 2,69 
2 0 2.0 109 ing 2,44 


C-Potentialunterschiede bei wechselndem py. 

Viele der friiheren Bestimmungen scheinen in Pufferlésungen von 
verschiedener ionischer Starke jedoch von konstanter Molaritat ausge- 
fiihrt zu sein. Wir suspendierten aus diesem Grunde zerrieben: 
Cholesterinteilchen (von Praparat 2) in verschiedenen m/50 Acetat 
pufferlésungen und maBen ihre Geschwindigkeiten. Wie in Abb. | 
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vermerkt ist, sind die Unterschiede der Geschwindigkeiten sehr groB. 
Diese Unterschiede kann man wahrscheinlich der wechselnden ioni- 
schen Starke zuschreiben. Der isoelektrische Punkt lag bei pu 3.1. 
Sodann untersuchten wir Praparate 1 und 2 in einer konstanten ioni- 
schen Starke (u 1 159): Wie es in Abb. 2 veranschaulicht ist. Der 
isoelektrische Punkt in diesem System lag bei pu 3,2. 

Remesow (14) berichtete, daB wenn Cholesterinsole in einer Glucose- 
losung von 1°, hergestellt wurden, der isoelektrische Punkt von py 3.2 
auf ungefaihr py 4,4 steigt. 
Um diese Wahrnehmung zu 
prifen, untersuchten wir 
Cholesterin, welches in 
1°,iger Lésung sehr reiner 
Glucose suspendiert war. Es 
war uns unméglich, einen 
bemerkenswerten Unter- 
schied zwischen diesem Sol 
und den urspriinglichen Be- 
stimmungen zu finden. Dieses 
ist in Abb. 1 und 2 veran- 
schaulicht. Die endgiiltigen 
Konzentrationen der Dex- 
trose in den Pufferlésungen 








ba A — 
variierten von 0,75 bis 1,0 °%. 
Man dachte, daB méglicher- is 
weise der Grad der Suspen- 
sion die Adsorption der Dex- 4s 
trose beeinflussen kénnte. 
Wir bereiteten daher Sole, be Po ea | | | | 


welche aus Acetonlésungen */ | | | 

des Cholesterins hergestellt i © oF ae ee 
wurden. Das Aceton wurde Abb. 2. 

im Vakuum in einer Saug- 

flasche innerhalb 15 Minuten soweit als méglich entfernt. Obgleich diese 
Sole nicht sehr befriedigend waren, um gleichmaBige Bestimmungen 
zu erhalten, so konnte doch nicht sehr viel Unterschied zwischen Solen, 
welche mit oder ohne Glucose hergestellt wurden, bemerkt werden. 
In beiden Fallen war der isoelektrische Punkt ungefahr py 3,3. 


Bemerkungen. 

Der Wert der erhaltenen Resultate kénnte, angesichts der ver- 
schiedenen GréBe der Teilchen in den Solen, z. B. in zerriebenen 
Cholesterinsolen, bezweifelt werden. Abramson (15) hat jedoch _ be- 
wiesen, daB die elektrophoretische Geschwindigkeit der inerten Teil- 
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chen nicht von ihrer GréBe und Gestalt abhangig ist. Dies wurd 
in unserer Arbeit bestatigt. Die Cholesterinteilchen, welche wi) 
unserer Methode folgend in destilliertem Wasser herstellten, hatten 
eine Geschwindigkeit von etwa 2,0 y/sec/Volt/em. Man fand keinen 
Unterschied in der Geschwindigkeit mit Solen von verschiedener Teilchen- 
gréBe oder Cholesterinkonzentration. Remesow (14) hat dagegen eine 
bemerkenswerte Zunahme im Potential, wenn er die Konzentration 
des Sols schwachte, zu 89 Millivolt gefunden. Seine Untersuchungen 
wurden mit einem Sol ,,von Heyden gemacht, welches, wie Remesow (13 
selbst zugibt, viele projektive und andere Substanzen enthalt. Aus 
diesem Grunde scheinen diese Resultate wenig realen Wert zu besitzen 

Um Geschwindigkeiten in y/sec/Volt/em in Millivolt zu tibersetzen, 
gebraucht man die Helmholtzsche Gleichung (1), 

im 4anV 
oa i 

In dieser Gleichung ist V die Geschwindigkeit, H das auBere Potential- 
gefille, D ist die Dielektrizitatskonstante, ¢ ist das elektrokinetische 
Potential und yu die Viskositaét der Lésung. Falls man es mit einem 
hydrophobischen Sol zu tun hat (wie bei Cholesterin) schwankt 
die Viskositaét, wenn die Konzentration verandert wird, nicht sehr 
viel. Remesow (19) gibt in seinen eigenen Bestimmungen an, dab /) 
sich sehr wenig andert, solange man die Konzentration nicht tber 
1% Sol hinausschreiten ]aBt. Es ist daher schwer verstindlich, daB 
Remesow so viele verschiedene Ubersetzungsfaktoren gebraucht, 
um V in ¢-Werten auszudriicken. 


(3) 


Der isoelektrische Punkt, den wir erhielten, stimmt mit dem von 
Remesow erhaltenen iiberein. Die Gestalt seiner Kurve ist jedoch ver- 
schieden von der unseren. Dies ist méglicherweise verschiedenen Puffer- 
lésungen zuzuschreiben. Es muB darauf hingewiesen werden, daB der 
isoelektrische Punkt, welcher bei Keeser angegeben ist (Tabellen I und 
III), tatsaichlich erhalten wird, wenn man seine Methode benutzt. 
Es sei ebenfalls bemerkt, daB, wenn man unsere aus zermahlenem 
Cholesterin herstellten Sole erhitzt, ihr isoelektrischer Punkt erniedrigt 
und ihre Geschwindigkeit (Tabelle IV) bis zu den fiir Werten der mit 
Lésungsmitteln erhaltenen Sole erhéht wird. Die Resultate der ver- 
schiedenen Methoden zeigen, warum man so viele abweichende Er- 
gebnisse in der Literatur findet. Es scheint nicht nur schwieriger als 
man zuvor angenommen hatte, die Lésungsmittel zu entfernen; es ist 
auch klar, daB ebenfalls die Eigenschaften des Cholesterins von ihnen 
verindert werden. Verschiedene Lésungsmittel scheinen einen differen- 
zierten Einflu8 auszuiiben. Es kann kein Zweifel bestehen, daB Hitze 
die physikalische Gestalt des Sols ebenfalls verandert. Die vielen 
verschiedenen Ergebnisse, die man in der Literatur berichtet findet. 
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sind wahrscheinlich ein Resultat des Zusammenwirkens dieser beiden 
Faktoren. 

Welche von den Solen in Tabelle III den wahren Wert, den man 
erhalten wiirde, wenn man es nicht zu erhitzen brauchte oder wenn 
alle Spuren der Solvents entfernt sind, darstellt, ist sehr schwer vor- 
auszusagen. Die sehr groBen Schwankungen in den Solen, die man 
erhalt, wenn man irgendeine der in Tabelle III angefiihrten Methoden 
gebraucht, machen es schwer, reproduzierbare Resultate zu erhalten. 

Das ¢€-Potential der Oberflache ist zwei Faktoren zuzuschreiben: 
6, der Ladung pro Einheitsoberflache, und / x, der effektiven Dicke der 
Helmholtzschen Doppelschicht; diese Deduktionen kann man aus 
elektrostatischen Betrachtungen ableiten (15) (20), vorausgesetzt, 
daB alle anderen Faktoren, wie D, 4, und der Radius des Teilchens, 
in gewissen Grenzen bleiben. Wenn man die Ionenstairke der Lésung 
konstant halt, dann hilt man x konstant, da 


x=| dei (4) 
1000 DRT 
worin N die Avogadrosche Zahl (6,06. 107), e 4.77. 10- die 
elektrost. Einh., R = 8,32.107 Erg pro Grad, uw die lonenstarke und 
T die absolute Temperatur ist. Alle Schwankungen in € sind nun den 
Schwankungen in 6 zuzuschreiben. 

Die Gleichung fiir 6, welche von Gouy und anderen (15) aufgestellt 
wurde, 


NI Yk sae ry mg l 
— | oy ae (e272 58/kKT__ | : (e z5ekT__] 5 
6 J 000% 1 rol, é ) a é ) (0) 
und welche ebenfalls fiir Ionen von beliebiger Valenz z gilt (k — 1,37 
. 10-6 Erg pro Grad) ist von Abramson und Miiller (20) in eine andere 
iibersetzt worden, die folgendermaBen lautet: 


NDkT.- . be 
= j ‘usin h : 6 
. J 2000a 4 SB Sa ) 
Diese Gleichung ist fiir univalente Elektrolyten annehmbar. 
Man kann (6) noch einfacher schreiben, 
pg A eh - 
6 = 2aVpsinh-., (7) 
) 
wo a = 1,76. 104 und b = 0,0513 Volt bei 25° ausdriickt, voraus- 


gesetzt, daB D die Dielektrizitatskonstante des Lésungsmittels ist. Fiir 
kleine Werte fiir ¢ 6, 
g 


sin | ee ter, (8)! 
— b b ) 


oe 


1 Der gréBte Fehler in o durch die Anwendung von Gleichung (8) 
ist in diesen Untersuchungen nur 3%. 
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wird 6 eine lineare Funktion von € und ebenfalls von V [Gleichung (3)] 
vorausgesetzt, da die ionische Starke konstant bleibt. 

Wir wollen zunachst untersuchen, welche Faktoren ¢ beeinflussen 
(und daher ebenfalls V) und den isoelektrischen Punkt von Cholesterin 
hervorrufen kénnten. Fiir diese Reaktion scheinen nur zwei Méglich- 
keiten in Frage zu kommen: 1. eine geringe Ionisation, welche jedoch 
in einem Alkohol recht zweifelhaft erscheint; 2. eine Zunahme von 
H’-lonen oder eine Abnahme von adsorbierten OH’-Ionen. Es wurde 
bei Michaelis (21) gezeigt, daB das Potential der meisten inerten Ober 
flachen wahrscheinlich von der Adsorption von Hydroxylionen abhangt. 
Es sollte méglich sein, diese Hypothese bis zu einem gewissen Grade 
zu prifen, indem man die Langmuirsche Adsorptionsisotherme (22) 
einftihrt. 

Zur Einfachheit sei angenommen, daB die OH’-Ionen in zuneh- 
menden Mengen mit zunehmenden Werten des py adsorbiert werden 
Dann erhalt die Langmuirsche Gleichung die folgende Form: 

ae a B(OH) (9 
~ 1+ a[0H] ‘ 
Wenn man eine Kurve von [OH]/V gegen [OH] auftragt, erhalt man 
eine gerade Linie, aus welcher die Konstanten % und / berechnet werden 
kénnen, indem man die Methode der kleinsten Quadrate benutzt. 
In diesem Falle ist » = 8,14. 16® und § = 1,58. Um diese Gleichung 
zu berechnen, wurde der isoelektrische Punkt und die Messungen in 
Glucoselésungen nicht unter den Punkten, die zur Berechnung gebraucht 
wurden, miteinbegriffen. Wenn die Kurve jedoch extrapoliert wird, ist es 
augenscheinlich, daB die Linie durch den experimentell festgestellten iso- 
elektrischen Punkt liuft. Die glatte Kurve, welche in Abb. 2 ersichtlich 
ist, wurde aus dieser Gleichung berechnet. Die vorziigliche Uberein- 
stimmung beweist, dal} eine Adsorptionshypothese durchaus  ver- 
triglich mit unseren heutigen Daten ist. Natiirlicherweise ist man mit 
Hilfe dieser Resultate nicht imstande, zwischen der Addition von 
Hydroxyl- und der Abnahme von Wasserstoffionen zu unterscheiden. 
Die Hydroxylionenkonzentration wurde nur aus Griinden der Einfach- 
heit gewahlt. Es muB ausdriicklich bemerkt werden, daB ¢o tatsachlich 
die Funktion ist, welche sich mit dem wechselnden py andert. V 
kann an Stelle des o@ gebraucht werden, wenn die Werte des V sehr 
klein sind. Die m/50-Kurve kann kaum in dieser Weise behandelt 
werden, da beide Werte x und o schwanken. 


Zusammenfassung. 


Cholsterinsole, welche nach den verschiedensten Literaturangaben 
bereitet wurden, zeigen groBe Unterschiede der elektrokinetischen 
Kigenschaften. Dieser Umstand weist auf die Méglichkeit hin, daB dic 





ur 
fe 
M 





ng (3)] 


flussen 
esterin 
dglich- 
jedoch 
ie von 
wurde 
_ Ober 
hangt 
Grade 


ne (22) 


zune h- 


rerden 


(9) 


It man 
verden 
-nutzt. 
ichung 
gen in 
raucht 
|, ist es 
en 1so- 
chtlich 
berein- 
3 ver- 
an mit 
n von 
1eiden. 
nfach- 
ichlich 
ert. V 
V sehr 
andelt 


iaben 
ischen 


aB dic 





Elektrophorese der Cholesterinsuspensionen. 131 


schlechte Chereinstimmung der Resultate verschiedener Arbeiten nicht 
in Unterschieden der Reinheit des Cholesterins, sondern in den Varia- 
tionen der Methoden zur Bereitung der Sole zu suchen ist. Suspen- 
sionen, hergestellt von zerriebenem kristallinischem Cholesterin, er- 
gaben die besten Resultate. Wenn man solche zerriebene Cholesterin- 
suspensionen erhitzt oder mit Lésungsmitteln versetzt, werden ihre 
Kigenschaften denen solcher Sole ahnlich, welche bei den gewéhnlichen 
Substitutionsmethoden mit Lésungsmitteln hergestellt werden. Es 
wurden Kurven der elektrophoretischen Geschwindigkeit des Cholesterins 
mit verschiedenen px-Werten bestimmt. Es sind Beweise erbracht 
worden, daB das ¢-Potential von Cholesterinteilchen einer selektiven 
Adsorption von Hydroxylionen zuzuschreiben ist, deren AusmaB eine 
Funktion des py-Wertes ist. Wenn Dextrose zugegen war, wurde kein 
Unterschied in dem elektrophoretischen Verhalten des Cholesterins 
bemerkt. Es wurde gefunden, daB die Methode, welche Abramson 
gebrauchte, um die elektrophoretische Kammer nach Northrup- Kunitz 
zu kalibrieren, einwandfrei_ war. 

Der Autor dankt Herrn Professor Dr. FR. A. Gortner fiir seine Hilfe 
und Kritik, bei der Durchfiihrung der Untersuchung, ebenso Herrn Pro- 
fessor Dr. George Glockler fiir seine Hilfe bei der Berichtigung des deutschen 
Manuskriptes. 
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Bemerkungen 
zur nephelometrischen EiweiBbestimmung im Serum. 


Von 
Adolf Sehmitz. 


(Eingegangen am 29, Juli 1934.) 


Albert Fischer (1) teilt folgende Beobachtung mit: Setzt man zu 
Hiihnerplasma geringe Mengen Salzséure und fiigt gleich darauf die der 
Saure aquivalente Menge Natronlauge zu, so erleiden die Globuline im 
Plasma irreversible Veranderungen. Durch die kurzandauernde Vor- und 
wieder Riickverschiebung des py, die .,innerhalb der Grenzen der physiologi 
schen Schwankungen* bleibt, tritt eine ,,Denaturierung‘: der Globuline 
ein. Zur Bestaétigung dieser Befunde zieht A. Fischer auch die nephelo- 
metrische Methode von A. Schmitz und F. Wulkow (2) heran, die darin 
besteht, daB man die zu untersuchende Eiwei8lésung in Ammonsulfat- 
l6sungen von steigendem Salzgehalt bringt und die entstandene Triibung 
miBt. Das Ergebnis wird als Kurve dargestellt. A. Fischer (3) teilt nun 
mit, daB die nach dieser Methode bestinunten Triibungswerte eines Hiihner 
plasmas durch die oben erwahnte kurze Saéureeinwirkung auf das Plasma 
verdndert werden. 

Im AnschluB daran schreibt Fischer: .,Es ist zu beachten, da® dik 
Ammonsulfatfaillungen selbst von dem physikalisch-chemischen Zustand 
der Eiwei8kérper abhangen, und da sie also nicht einfach die Mengen 
verhaltnisse der verschiedenen Komponenten angeben, so wie Schmitz 
und Wulkow es sich vorgestellt haben. Diese Methode der quantitativen 
KiweiBanalyse (Rademaker) ist also zur Bestimmung der Albumin-Globulin- 
quotienten nicht sehr geeignet.* 

Es ware A. Fischer bei naherem Studium unserer Arbeit nicht ent 
gangen, daB wir nach dem Rayleighschen Gesetz die GréBe der Ammon- 
sulfattriibung auf Zahl und Volumen der gebildeten Teilchen zuriickfiihren ; 
der Begriff ,,Mengenverhialtnisse’*, d.h. Konzentration, wird von uns nur 
in folgendem Zusammenhang erwahnt: ,,Ein Vergleichsma8 fiir die Kon 
zentration der Proteinl6sungen ist unsere Messung nur dann, wenn es fest- 
steht, daB8 die zu vergleichenden Lésungen vollkommen identische Eiweil} 
typen enthalten.‘* Dieser Fall kommt also nur bei Lésungen eines einzigen 
einheitlichen Proteintyps, z. B. bei reinen Albuminlésungen, in Betracht. 
niemals aber bei Blutserum. Wenn G. A. Rademaker (4) nach unserer 
Methode einen Albumin-Globulinquotienten berechnet, so birgt das die 
Gefahr in sich, daB dieser ,,Triibungsquotient‘‘ mit dem gravimetrisch 
bestimmten Albumin-Globulinquotienten verwechselt wird. Denn _ beide 
sind nicht identisch, da die gleiche Gewichtsmenge Albumin eine andere 
Triibung ergibt wie die gleiche Gewichtsmenge Globulin. Rademaker zeigt 
den Wert des ,,Triibungsquotienten* fiir die Klinik. Mit der von uns ge 
troffenen Feststellung, daB die Seren gesunder normaler Menschen stets dic 
gleiche Ammonsulfattriibungskurve aufweisen, war der Wert der nephelo 
metrischen EiweiBbestimmung zum Studium pathologischer Seren erneut 
gegeben. Bei Versuchen in der Klinik haben wir die pathologische Kurve 
der normalen gegeniibergestellt, da uns die Darstellung einer Kurve an 
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chaulicher erscheint als die Angabe einer Zahl, z. B. eines Quotienten, durch 
jen das Bild der Kurve in keiner Weise wiedergegeben werden kann. Deshalb 
hestatigen wir nochmals ausdriicklich, daB unsere Methode genau so wie 
ede andere nephelometrische Methode zur Bestimmung des gravimetrischen 
tlhumin-Globulinquotienten im Serum ,,nicht sehr geeignet’ ist. Wir fiigen 
besonders hinzu, daB sie dazu vélliq ungecignet ist, denn durch die Triibungs- 
messungen werden keine Gewichtsmengen bestimmt, sondern Triibungen, 
eine Tatsache, die merkwiirdigerweise haufig iibersehen wird. Der von 
A. Fischer mitgeteilte Befund, da8 die Ammonsulfattriibungswerte von 
Hiihnerplasma durch kurzandauernde, innerhalb der physiologischen 
Grenzen stattfindende py-Schwankungen verandert werden, schien uns 
so wichtig, daB wir ihn sowohl] bei Hiihnerplasma wie bet Menschenseren 
einer Nachpriifung unterzogen haben.  Einige unserer Versuchsreihen 
seien hier wiedergegeben: 


1. Zu 0,5 cem Hithnerplasma wurden 0,2 cem n/10 HCl, gleich darauf 
0,2cem n/10 NaOH gegeben, dann wurde mit physiologischer Kochsalz- 
lésung auf 3 cem aufgefillt. Als Kontrolle dienten 0.5 cem Hiihnerplasma, 
auf 3eem mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt. Von den Plasma- 
verdiinnungen wurden je 0,1 cem nach der friiher (5) beschriebenen Methode 
mit 10cem Ammonsulfatlésung zur Triibung gebracht. Das Ergebnis 
gibt Tabelle I wieder. Fehlergrenze: + 10. Da es sich um Veraénderungen 
der Globuline handelin soll, beginnen unsere Messungen bei 40 °,iger Ammon - 
sulfatsattigung. 


Tabelle I. 





Ammonsulfatsattigung 
Dirtte Sig htza 5. cha. hyirs 

Mit HCl versetztes Hiihner- 
plasma: relative Tribung 65 73 87 125 151 196 204 192 204 178/147 135 

Kontrolle ...... . 63 78 89 125 156 204 204/204 204/172 144 133 


40 45 50 55 60 65 70 75 80) 85 90 100 


2. Wir setzten zu leem Menschenserum 0,3 cem n/10 HCl, gleich 
darauf 0,3ecem n/10 NaOH und verdiinnten dann mit physiologischer 
Kochsalzl6sung auf 10 cem, als Kontrolle wurde 1 ecem desselben Serums 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf 10cem verdiinnt. Bestimmung 
der Triibungskurve wie oben. Ergebnis in Tabelle IT. 


Tabelle II. 





Ammonsulfatsattigung in % 40 45 50 55:60 65 70 75 80/85 90 109 
Mit HCl versetztes Serum: 

relative Tribung ... 20 33 53 66/68 84 123 160 112 90 83 80 
Kontrolle ....... . /21)30 54 66/70, 89 120 161, 114|85 81, 80 


3. In weiteren Versuchen gaben wir noch gréfere Sauremengen zu, 
nimlich 0,5cem n/10 HCl auf |eem Serum, was eine px-Verschiebung 
des Serums auf 5,8 zur Folge hatte, versetzten sofort mit der aquivalenten 
Menge NaOH, verdiinnten wie oben auf 10 ccm; als Kontrolle diente wieder 
1 eem desselben Serums, auf 10 cem verdiinnt. Bestimmung der Triibungs- 
kurve wie oben. Ergebnis in Tabelle III. 
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Tabelle III. 





Ammonsulfatsittigung in °,, 40 45 50 55 60° 65 
Mit HCl versetztes Serum: 

relative Tribung .. . 23 56 74 76 78) 102 
Kontrolle ....... . 23/54! 75] 80| 84) 108 


70| 75> 80)! 85 90 100 


133 | 142 122 |107,/97 88 
133 144 117/111 97 & 


In allen von uns untersuchten Fallen war das Ergebnis vollkommen 
negativ. Kine Veraénderung der Ammonsulfattriibungskurve durch 


kurze Saureeinwirkung auf Plasma oder Serum 
festgestellt werden. 


Literatur. 


1) A. Fischer, diese Zeitschr. 270, 235, 250, 


2) A. Schmitz u. F. Wulkow, ebenda 245, 408, 1932. 


270, 268, 1934. 4) G. A. Rademaker, Maandschr 
8, 53, 1933. — 5) A. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. 


konnte von uns nicht 


261, 275, 1934. 

3) A. Fischer, ebenda 
. v. Kindergeneeskunde 
Chem. 221, 197. 1933. 
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Uber die Grenzflichenspannung von Pferde- und Meer- 
schweinchenserum gegen Vaselinél und deren Anderung nach 
Erhitzen des Serums auf die Inaktivierungstemperatur. 
Von 
Franz Seelich. 

(Aus dem Institut Pasteur, Paris.) 

(Eingegangen am 8. Juli 1934.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit haben wir iiber eine Methode berichtet!, 
welche das Emulgierungsvermégen des Serums fiir Ather quantitativ zu 
messen gestattet. Die ,,Atherzahl‘* (—cem Ather, welche leem Serum 
unter Bildung einer gelartigen Masse aufnehmen kann) ist von Art und 
Vorbehandlung des betreffenden Serums abhangig und sinkt nach Er- 
hitzen des Serums auf jene Temperaturen, welche die Inaktivierung 
der Komplementfunktionen zur Folge haben, spontan ab. Wir wissen, 
daB die als Emulgator wirkende Substanz an der Grenzflache der beiden 
emulgierbaren Fliissigkeiten adsorbiert wird. Es ist daher wahrschein- 
lich, daB sich eine Anderung der Grenzflachenaktivitaét des Emulgators 
auf die emulgierbare Menge auswirkt. Umgekehrt laBt sich auf Grund 
der Anderung der emulgierbaren Menge eine Anderung der Grenzflachen- 
aktivitat erwarten. Wir haben uns also zur Aufgabe gestellt, die Gren- 
flachenspannung von Serum sowie von Serumverdiinnungen an der 
Grenzflache einiger organischer Fliissigkeiten zu messen, um _ fest- 
zustellen, ob und auf welche Weise jene Spannung von der Vor- 
behandlung des verwendeten Serums abhangig ist. 

Als erstes wurde Vaseliné! verwendet, welches infolge des gesattigten 
Charakters der Grenzkohlenwasserstoffe eine kleine Dielektrizitats- 
konstante, eine geringe Affinitét zum Wasser und eine verhaltnismaBig 
hohe Grenzflachenspannung gegen letzteres zeigt. 

Es wurden unseres Wissens noch keine Messungen der Grenzflichen- 
spannung des Serums gegen organische Lésungsmittel veréffentlicht. Da 
jedoch anzunehmen ist, daB die Grenzflachenaktivitat der Serumbestand- 
teile an einer nicht oder sehr wenig hydratisierten Grenzflaiche wie die gegen 
Vaselin6l vergleichbar sei mit der Aktivitaét an der Grenzflache gegen Luft, 
so sind jene Arbeiten von Interesse, die die Oberflichenspannung des Serums 
und deren Beeinflussung durch Hitzeinaktivierung behandeln. 

In dieser Hinsicht fand Trawbe*, daB mit der Inaktivierung des Serums 
durch Erwarmung auf 56° die Oberflachenspannung sinkt. Dieses Ergebnis 


1 Diese Zeitschr. 250, 549, 1932; 268, 34, 1934. — 2 Traube, diese 
Zeitschr. 10, 380, 1908. 
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wurde von Segale!, Schmidt®, Kisch und Remertz® sowie von Friedberg: 
und Putter bestatigt. Alle diese Versuche wurden nach der T’raubesche: 
Methode der Tropfenzahl ausgefiihrt. Lecomte du Notiy® hat als erster au 
die prinzipiellen Mangel jener Methode hingewiesen; auch wenn unte: 
vollstindig gleichen Versuchsbedingungen vergleichbare Werte erhalte: 
werden kénnen, so muB8 man sich dariiber, klar sein, daB die Anreicheruny 
oberflachenaktiver Stoffe an der Oberflache oder Grenzflaiche eine gewiss: 
Zeit erfordert, daB die Oberflaichen- oder Grenzflachenspannung bis zu 
Einstellung des Adsorptionsgleichgewichts sinkt, und daB bei der Traub 
schen Methode ein willkiirlicher Punkt der Oberflachenspannung-Zeit 
Kurve gemessen wird. 

Die Messungen, welche von Bauer® mittels der Torsionswaage 
ausgefiihrt wurden, haben wegen mangelhafter Beachtung des Zeit- 
faktors nur beschréankten Vergleichswert, zeigen jedoch ebenfalls 
ein Absinken der Oberflachenspannung des Serums nach Hitze- 
inaktivierung. Lecomte du Noiiy fand unter Verwendung des von 
ihm konstruierten Apparates, einer Torsionswaage, die eine sehr 
priizise Messung des Widerstandes gegen das AbreiBen eines Platin- 
ringes erméglicht, nach Erhitzen des Serums auf 55° eine Senkung 
der initialen und in geringerem Mae auch der statischen Ober- 
flachenspannung ’. 

Um so verwunderlicher erschien es, daB wir bei Messung der statischen 
Grenzflachenspannung nach der Methode ven Lecomte du Novwiy eine 
Veranderung im entgegengesetzten Sinne beobachten konnten. Dies 
veranlaBbte uns zur Messung der Grenzflichenspannung von Serum 
bzw. Serumverdiinnungen in ihrem zeitlichen Verlauf, d. h. anfangend 
mit der annahernd initialen Spannung inMeBabstanden von je 20 Minuten 
bis zur annahernd statischen oder Gleichgewichtsspannung. Die Er- 
gebnisse sind sehr instruktiv; wir hoffen, daB sie spaterhin zur Klarung 
der Veranderung der Lipo-Proteinkomplexe des Serums nach Hitze- 
inaktivierung beitragen werden. 


Beschreibung der Versuchsanordnung. 

Zur Messung der Grenzflichenspannung benutzten wir das du Notiysche 
Interfacialtensiometer®, eine Torsionswaage mit steif befestigtem Platin- 
ring, die Messungen in beiden Richtungen (AbreiBen und Eindriicken) und 
eine direkte Ablesung der Spannung in Dyn erméglicht. Der Ringumfang 


1 Segale, Pathol. 1, 709, 1911; Zeitschr. f. Immun. (Referate) 1911, 


8. 385. — * Schmidt, J. of Hyg. 18, 314, 1913. — ® Kisch u. Remertz, 
Miinch. med. Wochenschr. 41, 1097, 1914. — 4 Friedberger u. Putter, Zeitschr. 
f. Immun. 36, 215, 1923. — ® Lecomte du Notiy, Equilibres superficiels des 
Solutions Colloidales, Masson, Paris 1929. — *® Bauer, diese Zeitschr. 138, 
343, 1923. — ? Lecomte du Notiy, 1. c. S. 52. — ® Derselbe, J. gen. Physiol. 


7, 625, 1925. 
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betrug 6em. Als MeBgefaB diente ein Kristallisationsschaélechen von 4 em 
Durechmesser!. 

Verwendet wurde Pferde- bzw. Meerschweinchenserum, welches sich 
nach etwa 20stiindigem Stehen des betreffenden Blutes im Eisschrank 
abgesondert hatte. Es wurde sorgfaltig zentrifugiert. Hitzebehandlung 
vor Verdiinnung in zugeschmolzenen Proberéhrehen im Thermostaten. 
Verdiinnt wurde mit Ringerlésung (bicarbonatfrei). Die Serumverdiinnung 
wurde vor Verwendung 30 Minuten stehengelassen. 

Unsere Versuche haben gezeigt, daB die Nichteinhaltung dieser Vor- 
sichtsmaBregel eine betrachtliche Fehlerquelle bilden kann. Dies diirfte 
hauptsaéchlich darin seine Ursache haben, da Adsorption an den Glas- 
wanden stattfindet und die Sattigung der Adsorptionsflache eine gewisse 
Zeit erfordert. Diese Adsorption kann fiir verdiinnte Lésungen eine merk- 
liche Konzentrationsveranderung des zur Messung kommenden Fliissigkeits- 
anteiles bewirken. 

Der MeBkolben wurde vorsichtig unter Vermeidung von Schaumbildung 
umgeschiittelt, 10 cem mittels einer Pipette in das MeBgefiB gebracht und 
der gereinigte und frisch gegliihte Ring eingetaucht. Hierauf wurde mit 
10cem Vaseliné6l (Rhéne-Poulene, Dichte 0,85) iiberschichtet. 2 Minuten 
nach Herstellung der Grenzfliche, Beginn der ersten Messung; die weiteren 
Messungen nach je 20 Minuten. 

Bei den hier beschriebenen Versuchen wurde nur der Widerstand gegen 
den Zug nach oben gemessen, ohne jedoch ein wirkliches AbreiBen des 
Ringes eintreten zu lassen. Man kann namlich bei vorsichtigem Erhéhen 
des Zuges ein plétzlich eintretendes, gut sichtbares Uberdehnen des Grenz- 
flichenhautchens beobachten, ein langsames Aufwiartssteigen des Ringes 
bei gleichbleibendem Zug, dem kurz darauf das AbreiBen folgt. Es ist 
vorteilhafter, das AbreiBen nicht abzuwarten, sondern vorher durch Drehen 
im entgegengesetzten Sinne den Zug des Ringes zu erniedrigen. Man ver- 
meidet auf diese Weise die durch das AbreiBen bedingte starke Erschiitterung, 
welche das Eintreten der statischen Grenzflichenspannung verz6gern wiirde. 

Um sich Rechenschaft zu geben, ob und in welechem MaBe das alleinige 
Dehnen des Grenzflaichenhaéutchens die Geschwindigkeit der Spannungs- 
senkung beeinfluBt, haben wir die Werte, die wir 1 Stunde nach Uber- 
schichten der Serumverdiinnung und nach Aufsetzen des Ringes erhalten 
hatten, mit denjenigen verglichen, die an derselben Verdiinnung und zur 
selben Zeit beobachtet worden waren, denen jedoch drei Messungen (nach 
2, 20 und 40 Minuten) vorangegangen waren. Wir hatten vermutet, daB 
das Dehnen der Grenzschicht, ahnlich wie Erschiitterung, das Einordnen 
der Molekiile in der Grenzflache beeintrachtigt, und da8 deshalb die Grenz- 
flachenspannung héher sein wiirde als in dem Falle, wo die Grenzschicht 
1 Stunde lang in vollster Ruhe geblieben war. Man konnte jedoch das 
Gegenteil beobachten: Die Serumverdiinnung, welche bereits vorher mehr- 
mals gemessen worden war, zeigte eine niedrigere Grenzflichenspannung 


1 Lecomte du Notiy hat als erster darauf aufmerksam gemacht, daB die 
Oberflichen- und Grenzflachenspannung verdiinnter oberflachenaktiver 
Lésungen vom Verhaltnis Oberfliche :Volumen abhangig ist. Dabei muB 
als Oberfliche auch die Grenzfliche gegen die Glaswand mit einbezogen 
werden. Es ist deshalb notwendig, wenn man vergleichbare Resultate 
erhalten will, die gleichen Mengen der gleichen Serumverdiinnung in gleichen 
GefaBen zur Messung zu bringen. 
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als jene, welche in Ruhe geblieben war. Es scheint also das vorsichtige 
Bewegen und Dehnen der Grenzflaichenschicht das Einordnen der adsor- 
bierten Molekiile oder Molekiilkomplexe zu begiinstigen. Daraus ergibt 
sich die Notwendigkeit will man vergleichbare Resultate fiir die Ge 
schwindigkeit der Senkung der Grenzflaichenspannung mit der Zeit er- 
halten —, die gleiche Zahl von Messungen in gleichen Zeitabstanden durch- 
zufiihren. 

Wir wollen im folgenden einige Beobachtungen mitteilen, die die 
Notwendigkeit einer gleichmaBigen Handhabung des MeBinstrumentes 
beweisen. Es zeigte sich namlich, daB die Werte mehrerer rasch aufeinander- 
folgender Messungen (wobei nach jeder Messung der Ring kurz in die 
Gleichgewichtslage gebracht wurde) von verdiinntem Serum nicht konstant 
bleiben, sondern stufenweise absinken. Den héchsten Wert zeigt die erste 

Messung, der der zweiten liegt wesentlich 





tiefer (bei auf 1/1, verdiinntem Serum 

p----—k-----4 brenzhliche um durchschnittlich 0,7 Dyn, bei auf 
a : ety ge 1/59) Verdiinntem Serum um durchschnitt- 
lich 1 Dyn), der dritte noch etwas tiefer, 

4 Yaselino/ der vierte gleicht ungefahr dem dritten. 


MaBgebend ist, daB diese Unterschiede 
auch dann bestehen, wenn sich die 
Grenzfliche bereits annéhernd im Ad- 
Abb. 1. sorptionsgleichgewicht befindet, d.h. im 
Reenelkehe wehrend des Bereich der statischen Grenzflichen- 
Hebens des Ringes. spannung. In diesem Falle bleiben, 
wiederholt man die vier Messungen 

z. B. alle 20 Minuten, die Werte der einander entsprechenden Messungen 
ungefahr dieselben, zeigen aber untereinander die angegebenen Unterschiede. 

Die Ursache dieser Unterschiede ist wahrscheinlich die VergréBerung 
der Adsorptionsflache wahrend des Messungsvorganges infolge der Dehnung 
des Grenzflichenhautchens (siehe Abb. 1). 

Der gedehnte Teil der Grenzflache zeigt notwendigerweise kurz nach 
der Dehnung eine geringere Besetzung mit oberflachenaktiven Stoffen als 
der nichtgedehnte Teil, wie z. B. die Glaswainde. Die Grenzflachenspannung 
jenes Teiles wird sich infolge dieser Verarmung erhéht haben, wird aber 
bei, langsamer Einstellung des Gleichgewichts durch Zuwanderung aktiver 
Stoffe aus der Fliissigkeit oder den iibrigen Grenzflachen sinken. Diese 
Zuwanderung und Neueinordnung dauert nun im Falle eines im Verhaltnis 
1: 100 oder 1: 200 verdiinnten Serums verhaltnismaBig lange, langer als 
die fiir eine normale Messung erforderliche Zeit. Das kurze Zuriickbringen 
des Ringes in die Gleichgewichtslage geniigt nicht, um die vorher erfolgte 
Anreicherung an die Grenzflaiche gegen das Vaselin6él vollstandig riick- 
gingig zu machen, weshalb der Wert der zweiten Messung auch bei gleicher 
Handhabung des Apparates infolge der wahrend der zweiten Dehnung 
neuerlich hinzugewanderten Stoffe niedriger ist als der der ersten Messung. 

Bei Verwendung von unverdiinntem Serum sowie bei sehr hohen 
Verdiinnungen entfallt der hier beschriebene Unterschied der Werte rasch 
hintereinanderfolgender Messungen — im ersten Falle wohl wegen der 
sehr raschen Zuwanderung der aktiven Stoffe aus der Lésung —, wahrend 
im zweiten Falle praktisch die Gesamtmenge der aktiven Stoffe an der 
Grenzfliche adsorbiert sein diirfte und deshalb eine Zuwanderung aus der 
Lésung nicht in Betracht kommt. 
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Man miiBte also, um gut reproduzierbare und vergleichbare Werte zu 
bekommen, das Heben des Ringes entweder auBerst langsam oder mit 
konstanter Geschwindigkeit vor sich gehen lassen. Wir haben uns nach 
einigen Versuchen entschlossen, bei méglichst konstanter Geschwindigkeit 
des Ringhebens alle 20 Minuten je drei rasch aufeinanderfolgende Messungen 
zu machen und den Mittelwert zu verwenden. (Uns war in erster Linie 
wichtig, relative, vergleichbare Werte zu erhalten.) Bei Einhaltung dieser 
Versuchstechnik und einiger Ubung im Ablesen des Momentes der Uber- 
dehnung des Grenzflaichenhautchens iibersteigen die Messungsfehler nur 
selten 0,2 Dyn. 

Der Messung von Serum und Serumverdiinnungen ist allerdings eine 
zeitliche Grenze gesetzt, bedingt durch das stetige Anwachsen der Viskosit at 
des Grenzflachenhautchens. Eigenartig ist, daB die zur Uberdehnung not- 
wendige Kraft nicht geandert erscheint, da aber das Aufwartssteigen des 
Ringes nach Uberdehnung mit der Zeit immer langsamer vor sich geht, 
so daB der Uberdehnungspunkt immer schwerer bemerkbar wird. Dies 
verhindert ein Ausdehnen der Messungsreihen iiber mehr als etwa 3 Stunden. 


Gegen die Verwendung von AbreiBmethoden zur Messung der Ober- 
flichen- und Grenzflachenspannung an Lésungen aktiver Stoffe wurden 
in letzter Zeit von Rehbinder! theoretische Einwande erhoben, die sich 
u. a. auf nicht naiher angegebene praktische Versuche stiitzen. Rehbinder 
ist der Ansicht, daB jene Methoden auch fiir Ermittlung relativer Vergleichs- 
werte ungeeignet sind, und er gibt als wichtigste Fehlerquelle die verschieden- 
artige Benetzung des Ringes an. Wir méchten dazu bemerken, da bei 
unserer Versuchsanordnung der frisch gereinigte und gegliihte Ring ohne 
Beriihrung des Oles in die Serumlésung getaucht wird, und sein Zug von 
unten nach oben auf die bereits gebildete Grenzflache wirkt. Ferner méchten 
wir feststellen, daB unsere Werte bei Einhaltung der angegebenen Vorsichts- 
maBregeln sehr gut reproduzierbar waren. (Abweichungen verschiedener 
Messungsreihen derselben Serumverdiinnung in der GréSenordnung von 
maximal 0,3 bis 0,4 Dyn; die Fehler innerhalb einer Messungsserie zeigen 
am besten die Kurven.) SchlieBlich méchten wir auf die Kritik und Theorie 
der Ringmethoden aufmerksam machen, die von W. D. Harkins und H.F. 
Jordan? sowie von B. B. Freud und H. Z. Freud? fiir die Messung der Ober- 
flaichen- und Grenzflichenspannung aufgestellt wurde. 


Versuchsergebnisse. 

Den hier mitgeteilten Ergebnissen liegen Messungsreihen an tiber 
hundert Serumproben zugrunde. 

Bei normalem unverdiinnten Pferde- oder Meerschweinchen- 
serum stellt sich an der Grenzfliche gegen Vaseliné] ein Gleichgewichts- 
zustand erst nach 1'/, bis 3 Stunden ein — die Grenzflachenspannung 
ist erst nach diesem Zeitraum annéhernd konstant. Fiir ein gegebenes 
Serum oder eine Serumverdiinnung ist nicht allein die Héhe der Gleich- 
gewichtsspannung (statische Grenzflachenspannung), sondern auch die 


1 Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 103, 1926; diese Zeitschr. 
187, 19, 1927. — 2? W.D. Harkins u. H. F. Jordan, J. Amer. Chem. Soc. 
52, 2, 1751, 1930. — ° B. B. Freud u. H. Z. Freud, ebenda 52, 2, 1772, 1930. 
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Geschwindigkeit des Spannungsabfalles charakteristisch. Der Spannungs- 
abfall kann um so besser beobachtet werden, je langsamer er vor sich 
geht; er wird um so langsamer sein, je verdiinnter das Serum ist. 
Weiterhin entsprechen gleichen Konzentrationsdifferenzen um _ so 
gréBere Unterschiede an den Spannung: Zeit-Kurven (Sp. : Z. Kurven), 
je starker die Verdiinnung ist (siehe Abb. 2). Diese Griinde veranlaBten 
uns, zu vergleichenden Untersuchungen vor- 
wiegend verdiinntes Serum zu verwenden. 
Dabei konnte allerdings die Einstellung der 
statischen Grenzflachenspannung nicht ab- 





gewartet werden. (Wie bereits eingangs 
erwahnt, verhindert die Bildung eines 
festen Grenzflaichenhéutchens die  Aus- 
dehnung der Messung tiber mehr als etwa 
3 Stunden.) 





, 1/1000 

I 1 Es mu8 betont werden, daB die absoluten 
g 2 Werte der einzelnen Messungen bei Seren ver- 
S - schiedener Provenienz zuweilen Differenzen 
>° von mehreren Dyn aufweisen; auBerdem 
= kénnen die einander entsprechenden Kurven 
- verschiedener Seren einen im ganzen steileren 
S oder flacheren Verlauf zeigen; die Kurven 
B 25 des normalen und des _hitzeinaktivierten 


Serums ko6nnen sich friiher oder spiter 
a schneiden. Ausnahmslos wurden jedoch die 
charakteristischen Kurvenbilder erhalten. Die 








2 dead hier auf einer Abbildung gebrachten Kurven 
beziehen sich immer auf ein ganz bestimmtes 

27 Serum bei Variierung der Temperatur, der 

20 | Hitzebehandlung und der Konzentration. 

19 Pear Innerhalb der Versuchsdauer erreicht 

- P nur unverdiinntes und auf !/,, verdiinntes 


Serum einen annéhernd konstanten Wert 








", tw Ww wm ‘ir die Grenzflachenspannung. Die Grenz- 


Salt a Minuten flichenspannung Vaselin6] : Wasser betragt 
aor sono oe 47 Dyn, Vaselinél: Ringerlésung  etwa 
erdeserum ; erdunnungsmittel: P 

Ringerlésung. 49 Dyn. Man kann annehmen, dab die 


Lésung der anorganischen Bestandteile des 
Serums (Salze) eine Spannung aufweisen wiirde, die ungefaéhr der 
der Ringerlésung entspricht. Dieser Wert (etwa 49 Dyn) ist der 
theoretische Ausgangspunkt der eingezeichneten Kurven fiir die Zeit 0. 
Man nahert sich ihm mit steigernder Verdiinnung und erreicht ihn 
annéhernd dann, wenn die zur Bildung einer monomolekularen 
Adsorptionsschicht erforderliche Zeit gréBer ist als jene, welche zur 
Durchfiihrung der Messung benétigt wird. (Siehe Lecomte du Noiiy, 
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Equilibres superficiels des Solutions Colloidales, Masson, Paris, 1929, 
chapitre IT.) 

Abb. 3 zeigt die Sp.:Z.-Kurven von normalem und _hitze- 
behandeltem Pferdeserum bei verschiedenen Verdiinnungen. Dauer 
der Erhitzung: 10 Minuten auf 57° im zugeschmolzenen Proberéhrchen. 

Beachtenswert ist die Verlagerung derein- 
ander entsprechenden Kurven bei Anderung 
der Konzentration; Angaben von Werten 
fiir Oberflachen- oder Grenzflachenspannung 
haben nur dann Vergleichswert, wenn Zeit 
und Konzentration beriicksichtigt werden. JY 

Die Werte nach 2 Minuten liegen bei 33 
hitzebehandeltem Serum niedriger als bei 









ey Boil 
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Normalserum; die einander entsprechenden . Mie 4 i ead 
Kurven schneiden sich jedoch. Der Schnitt- \ o- 
punkt wird bei steigender Verdiinnung zeit- sl I 
lich hinausgeschoben. (Bei auf !/,999 ver- 84 \ t 
dinntem Serum ist nach der Richtung der Sze \ Ny | 
Kurven ebenfalls ein Schnittpunkt wahr- Se \. SA 1/1000 
scheinlich, er wiirde jedoch weit auBerhalb © \ PR 
der Versuchszeit fallen.) s ‘I 

Bop1— 


Den allen Konzentrationen gemein- 
samen, charakteristischen Unterschied a] 
zwischen den Sp.: Z.-Kurven der beiden — 23 
Seren kann man vielleicht dahin zusammen- 
fassen, da®B kurz nach Aufstellung der 
Grenzflache das Serum 57° einen rascheren 
Spannungsabfall bewirkt als dieselbe Konzen- 
tration des Normalserums, daB aber die End- 9 
werte, denen die Kurven zustreben, fiir 
letzteres tiefer zu liegen scheinen als fiir 
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17 
das hitzeinaktivierte Serum. 2 20 40 0 80 WW 12 
, i - ate Zeit in Minuten 

Abb. 4 zeigt die Sp.: Z.-Kurven von abh. 2 
Pferdeserum nach verschiedener Hitze- Pferdeserum; Verdiinnungs- 
behandlun mittel: Ringerlésung. 

A 8. fi . : —— Normal. 
Die Werte des auf 50° erhitzten Serums ~~ Erhitzt (10 Min. auf 57°). 


liegen tiefer als die entsprechenden des 

Normalserums; die Kurve des Serums 50° ist annaéhernd parallel zur 
Kurve des Normalserums nach unten verschoben, und zeigt (im Gegen- 
satz zum Serum 57 und 62°) keine Tendenz die letztere zu schneiden. 
Gealtertes Serum verhalt sich ahnlich. Die Kurven des Serums 57 
und 62° sind innerhalb des Messungsbereichs von 20 Minuten bis 2 Stunden 
wesentlich flacher als die des nichtbehandelten Serums und des Serums 50°. 
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Abb. 4 
Pferdeserum, verdiinnt auf 1/190 
mit Ringerlésung. Hitzebehand- 

Jung: 10 Min. 
Nr. 1 = Normalserum. 
Nr. 2 = Serum 50°. 
Nr.3 = Serum 57°. 
Nr. 4 = Serum 62°, 
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2 20 40 6 8 M0 0 
Zeit in Minuten 
Abb. 5. 
Meerschweinchenserum ; Ver- 
diinnungsmittel: Ringerlisung. 


Normal. 
Erhitzt (10 Min. auf 57°), 





F. Seelich: 


Bemerkenswert ist, daB die Anfangswert« 
des Serums 62° nicht tiefer liegen als die ent- 
sprechenden des Serums 57°, trotzdem bis 
zum Serum 57° jede Temperaturerhéhung 
ein weiteres Absinken der Anfangswerte zur 
Folge hatte. Wir vermuten, da fiir dieses 
abweichende Verhalten die von Lecomte du 
Notiy'! nachgewiesene starke Viskositats- 
erhéhung des Serums nach Erhitzen itiber 
57° maBgebend ist. (Bei einer Hitzeeinwirkung 
von 10 Minuten.) Die Ursache jener Visko- 
sitatserhédhung ist die VergréBerung des 
Volumens der Lipoproteinkomplexe des Serums 
durch Hydratation. Eine Erhéhung der 
inneren Reibung der grenzflachenaktiven Be- 
standteile des Serums mu die Geschwindig- 
keit der Adsorption herabsetzen; dadurch 
allein ware bereits ein langsameres Absinken 
der Grenzflichenspannung erklarbar. 

Meerschweinchenserum zeigt ein dem 
Pferdeserum ahnliches Verhalten (siehe 
Abb. 5 und 6). 

Wir wollen im folgenden auf einige 
Reaktionen aufmerksam machen, welche 
gemeinsam mit unseren Beobachtungen be- 
zuglich der Atherzahl auf einen weit- 
gehenden Parallelismus der Grenzflachen- 
phinomene mit den biologischen (Kom- 
plement-)-Reaktionen hinweisen. 

In einer Arbeit aus dem Jahre 1908 be- 
richtet T’raube?, daB die durch Inaktivierung 
bedingte Erniedrigung der  Oberflachen- 
spannung des Serums durch Zusatz von kleinen 
Mengen frischen, aktiven Serums riickgangig 
gemacht werden kann. Diese Beobachtung 
wurde von Segale®? und Schmidt’ bestatigt, 
jedoch nicht von Friedberger und Putter’. 
Samtliche Messungen wurden mit Hilfe des 
Traubeschen Stalagmometers ausgefiihrt, und 
es sind infolge der Nichtbeachtung des Zeit- 
faktors (die Zeit fiir die Tropfenbildung diirfte 
sicherlich nicht in allen Fallen dieselbe gewesen 
sein) die voneinander abweichenden Ergebnisse 
erklarbar. 


1 Lecomte du Nowy, Ann: Inst. Pasteur 


42, 742, 1928. — # Traube, diese Zeitschr. 
10, 380—386, 1908. — #* Segale, Pathol. 1, 
709, 1911. — * Schmidt, J.f. Hyg. 18, 314, 


1913. — 5° Friedberger u. Putter, Zeitschr. 
Immun. 36, 215, 1923 
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Wichtig ist jedoch, daB man durch Zusatz geringer Mengen aktiven 
Serums zu hitzeinaktiviertem die Komplementfunktioner des letzteren 
weitgehend regenerieren kann. 

Wir haben Versuche unternommen, um den EinfluB geringer Mengen 
aktiven Serums auf die Grenzflichenspannung von hitzeinaktiviertem 
Serum zu bestimmen. Abb. 7 zeigt eine derartige Versuchsreihe. 
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Abb. 6. Abb. 7. 
Meerschweinchenserum, ver- Meerschweinchenserum, verdiinnt auf 
diinnt auf !/999 mit Ringerlésung. Mogg mit Ringerlésung. Hitzebehand- 
Hitzebehandlung.: 10 Min. lung: 10 Min. auf 56°. 


. Normalserum. 

. Serum 56°. 

. 50°%/, Normalserum + 50°!) Serum 56°. 
. 10°/) Normalserum + 90° 9 Serum 56°. 


Nr. 1 = Normalserum. 
Nr. 2 = Serum 509, 
Nr. 3 = Serum 57°. 
Nr. 4 = Serum 64°, 


- Ore 


Die Sp.:Z.-Kurven des normalen aktiven Meerschweinchen- 
serums und desjenigen, welches vorher wahrend 10 Minuten auf 56° 
erhitzt worden war, gleichen den entsprechenden Kurven des Pferde- 
serums — sie geben einen Schnittpunkt. Die Werte der ersten Messung 
(nach 2 Minuten) der Serumgemische liegen zwischen den entsprechenden 
Werten des normalen und hitzebehandelten Serums. Beide Kurven 
zeigen keine Tendenz, die Kurve des Normalserums zu_ schneiden, 
und sind — falls man in Ermangelung einer exakten Kennzeichnung 
, 8tarkere Neigung‘'! als charakteristisches Merkmal der Sp. : Z.-Kurve 
des aktiven Serums ansieht — diesem ahnlicher geworden. 


1 Neigung.* Wir verstehen hier und im folgenden unter starkerer 
bzw. schwicherer Neigung der Kurven die steilere oder flachere Stellung des 
spateren, annahernd geradlinigen Teiles der Kurve zur Abszisse; mit anderen 
Worten: rascheres oder langsameres Sinken der Grenzflichenspannung 
des auf '/19 bis auf '/y9 verdiinnten Serums wihrend der Zeit nach etwa 
1 Stunde. 
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Wie Abb. 8 zeigt, wirkt sich bereits der Zusatz von 1°, Normal- 
serum zu Serum 57° insofern auf die Sp.: Z.-Kurve aus, da deren 
Neigung stirker wird. In diesem Falle entspricht der Grad der Ver- 
anderung wohl nicht der angewandten Menge an aktivem Serum, 
und da durch diese Behandlung die Sp.:Z.-Kurve des _ inaktiven 
Serums derjenigen des aktiven ahnlicher wurde, kénnte man darin 
einen Parallelismus zur biologischen ,,Regenerierung’ sehen. 

Im Verlaufe unserer Messungen machten wir noch eine Beobachtung, 
die erst spater durch zufalliges Auffinden einer Arbeit von M. Grame- 
nitzky* aus dem Jahre 1912 erhéhtes Interesse gewann. Es zeigte sich 
namlich, daB die Neigung der 































' r ° ‘ 32 
Sp.: Z.-Kurve eines Serums, 
a : ey, 1 Norma/serum 
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Abb. 8 Abb. 9. 
Meerschweinchenserum, ver- Meerschweinchenserum, verdiinnt auf 
diinnt auf !/299 mit Ringerlisung. 1/o99 mit Ringerlésung. Hitzebehand- 


Hitzebehandlung: 10 Min. auf57°. lung: 10 Min. auf 57°. 


Nr. 1 = Serum 57°. Nr. 1 = Normalserum. 
Nr. 2 = Serum 57° enthaltend Nr. 2 = Serum 57°. 
1°/) Normalserum. Nr. 3 = Serum 57° wie oben, 21/2 Std. 
im Brutschrank gestanden. 
Nr. 4 = Serum 57° wie oben, 6Std. im 


Brutschrank gestanden. 


auf 57° erhitzt worden war, sich dann vergr6éBerte, und jene Kurve dann 
einem tiefer gelegeneren Endwerte zustrebte, wenn dieses Serum nach- 
traglich wahrend etwa 24 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden 
hatte (auch wenn das betreffende Serum im zugeschmolzenen Probe- 
réhrehen aufbewahrt worden war). Es wurde also jene Kurve in ge- 
nannter Beziehung der entsprechenden Kurve des normalen aktiven 
Serums ahnlicher. Bei weiterer Verfolgung dieses Vorganges konnte 
man jedoch insofern eine Riickkehr feststellen, als die Kurve wieder 
flacher wurde und schlieBlich, annahernd parallel zur ersten Messungs- 
reihe nach dem Erhitzen, etwas niedrigere Werte aufwies. 


1 M.Gramenitzky, diese Zeitschr. 38, 501, 1912. 
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M.Gramenitzky hat nun eine teilweise Regenerierung der Kom- 
plementfunktionen des hitzeinaktivierten Serums! durch 24stiindiges 
Lagern bei Zimmertemperatur festgestellt, welche jedoch durch langeres 
Lagern wieder verschwand. Denselben Effekt wie 24stiindiges Lagern 
bei Zimmertemperatur hatte 2!/,stiindiges Erwarmen im Brutschrank. 
Auch hier fithrte eine langere Behandlung zum Verschwinden der 
teilweise regenerierten Komplementwirkungen. 

Wir wiederholten unsere Messungen unter den von M. Gramenitzky 
angegebenen Bedingungen. Die erhaltenen Werte zeigt Abb. 9. 

Die Sp.: Z.-Kurve der Serumprobe, welche wahrend 2'/, Stunden 
der Brutschranktemperatur ausgesetzt worden war, ist in bezug auf 
ihre Neigung der des normalen aktiven Serums ahnlicher geworden. 
Sechsstiindiges Erhitzen auf 37° fiihrt zu einer den Werten des kurz 
nach Hitzebehandlung gemessenen Serums parallelen typischen Kurve 
des inaktiven Serums. Es besteht eine gewisse Wahrscheinlichkeit, 
dafs die hier von uns beschriebenen Erscheinungen ihre Ursache in 
denselben Vorgangen haben, welche den von M.Gramenitzky beob- 
achteten Veranderungen der Komplementaktivitaét zugrunde liegen. 

Wir miissen zugeben, daB die Ergebnisse dieser Arbeit noch nicht 
zu Hypothesen tiber die Art jener Veranderungen berechtigen, welche 
das Serum bei Hitzebehandlung erleidet. Dies liegt vor allem daran, 
daB die Grenzflachenerscheinungen an sich noch ungeniigend erforscht 
sind. Andererseits halten wir es fiir prinzipiell verfehlt, die allein an 
der Grenzflache gegen Luft (Oberflache) oder gegen gesiattigte Ole 
beobachteten Erscheinungen zu SchluBfolgerungen tiber den Mechanismus 
biologischer Grenzflichenreaktionen heranzuziehen, welch  letztere 
sich durchwegs an stark hydratisierten Grenzflachen abspielen. Eine 
gegebene Substanz ist nicht entweder grenzflichenaktiv oder -inaktiv, 
sondern ihre Aktivitaét hangt von der Spannung der Grenzflaiche ab. 
Haben wir also, wie es vielleicht beim Serum der Fall ist, eine Lésung 
von oberflachenaktiven Substanzen, deren physiko-chemischer Aufbau 
nicht vollsténdig gleichwertig ist, so kann an einer Grenzfliche von 
geringer Spannung ein Teil adsorbiert werden, wahrend ein anderer 
Teil in Lésung bleibt. Es ist also, will man eine biologische Grenz- 
flachenreaktion erforschen, notwendig, Messungen an solchen Grenz- 
flachen anzustellen, deren Spannung dem biologischen Vorbild méglichst 
nahekommt. Allerdings haben wir bis jetzt nur Anhaltspunkte beziiglich 
der Spannung und Hydratation biologischer Grenzflachen. (Man kann 
z. B. auf Grund der Adsorption verschiedener Farbstoffe Schliisse 





1 M.Gramenitzky hat das Serum nur 5 bis 7 Minuten auf 56 bis 57° 
erhitzt. Die Komplementeigenschaften waren nicht vollstandig zerstért. 
Langeres Erhitzen auf die Inaktivierungstemperatur bewirkte den Ausfall 
der von ihm beobachteten Regenerierungserscheinungen. 
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146 F. Seelich. 


auf die GréBenordnung der Spannung an der Grenzflache der Stromata 
gegen eine physiologische Salzlésung ziehen.) Unsere gegenwiartige: 
Untersuchungen, fiir die die vorliegenden nur als notwendige Vor 
arbeit gedacht waren, beziehen sich auf die Beeinflussung der Grenz 
flachenspannung stark hydratisierter Grenzflachen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde mit Hilfe des du Notiyschen Interfacialtensiometers 
die Grenzflachenspannung von Pferde- und Meerschweinchenserum 
an der Grenzflache gegen Vaselinél in regelmaBigen Zeitabstanden 
von Beginn der Grenzflichenbildung gemessen. Die MeBmethode 
wurde insofern geandert, als das AbreiBen des Plattenringes vermieden 
und die der Uberdehnung der Grenzflachenschicht entsprechenden 
Werte verwendet wurden. 

Die Geschwindigkeit des Spannungsabfalles sowie der Endwert, 
dem die Spannungswerte zustreben, ist von der Konzentration und 
von der Vorgeschichte des verwendeten Serums abhangig. Kurz nach 
Erzeugung der Grenzflache bewirkt hitzeinaktiviertes Serum einen 
rascheren Abfall der Grenzflaichenspannung als normales aktives Serum 
derselben Konzentration; die Endwerte, denen die Sp. : Z.-Kurven 
zustreben, liegen jedoch im Falle des aktiven Serums tiefer als im 
Falle des inaktivierten. 

Der bis zu einem gewissen Grade stattfindenden Regenerierung 
der hamolytischen Komplementwirkung von hitzeinaktiviertem Meer- 
schweinchenserum durch Zugabe von geringer Menge aktiven Serums 
sowie durch 2- bis 3stiindiges Erwarmen auf Brutschranktemperatur 
stehen auf dem Gebiete der Grenzflaichenspannung insofern parallele 
Erscheinungen gegeniiber, daf durch dieselben Mitte] die Sp. : Z.- 
Kurven des inaktivierten Serums den entsprechenden Kurven des 
aktiven Serums ahnlicher werden. 


Dem Leiter der Abteilung fiir Biophysique Moleculaire des Instituts 
Pasteur, Paris, méchten wir auch an dieser Stelle fiir sein Interesse und 
seinen wertvollen Rat unseren besten Dank aussprechen. 
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Die Beeinflussung yon 
Oxydations-Reduktionsvorgingen durch Tierkohle. 


Von 
Franz Johne und Hans Weden. 
(Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der Deutschen 
Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 11. Juli 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den letzten Jahren hat die Beschleunigung oxydativer Prozesse 
durch Tierkohle groBe Beachtung gefunden. Im allgemeinen nimmt 
man an, daB es sich dabei um eine reine Katalyse handelt, daB also 
die Kohle den an ihr adsorbierten Sauerstoff in eine reaktionsfahige 
Form bringt, sei es lediglich durch Erhéhung seiner Konzentration 
(Calvert!, Kutzelnigg?), sei es durch Bildung von Superoxyden (Vaubel*, 
Feigl 4) oder durch intermediare Bindung an Eisenverbindungen (War- 
burg’). Nach dem ganzen Wesen der Katalyse mu dann auch der 
umgekehrte Vorgang, die Reduktion durch Kohle, beschleunigt werden 
kénnen, wahrend man bis jetzt immer annahm, dab es sich bei den 
Xeduktionsprozessen um rein chemische Wirkungen handelt, bei denen 
die Kohle ihrerseits zu CO, oxydiert wird (Heymann®). Eine Unter- 
scheidung zwischen beiden Méglichkeiten kann getroffen werden, 
wenn man zur Untersuchung einen umkehrbaren Vorgang wahlt. 
Wahrend eine rein katalytische Wirkung das sich einstellende Gleich- 
gewicht nicht beeinflussen kann, muf bei chemischer Einwirkung der 
Tierkohle die Reaktion bei einem ganz anderen Punkt ihr Ende finden 
als in ihrer Abwesenheit. 

Fir das Studium dieser Vorgainge schien uns das Gleichgewicht 
zwischen rotem und gelbem Blutlaugensalz geeignet. Die Oxydation 
des Ferrocyankaliums wurde schon von Kutzelnigg? untersucht. Da er 
aber die gleichzeitig méglichen Reduktionen nicht beriicksichtigt hat, 
laBt sich aus seinen Versuchen iiber die Lage des Gleichgewichts nichts 
aussagen. Wir gingen also bei unseren Versuchen sowohl von Ferro- 
evankalium als auch von Ferricyankalium aus. Im iibrigen wurde 
jedoch die von Kutzelnigg gewaihlte Methode im groBen und ganzen 
beibehalten. 


1 (. Calvert, Chem. Zentralbl. 1867, S. 828. 2 A. Kutzelnigg, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 68, 1753, 1930. — * W. Vaubel, J. f. prakt. Chem. (2), 
74, 232. — 4F. Feigl, Zeitschr. f. anorg. Chem. 119, 305, 1931. — °O. Warburg 
u. W. Brefeld, diese Zeitschr. 145, 461, 1924; u. a. 6 B. Heymann, K. Salo- 
mon u. R. Kieffer, Zeitschr. f. anorg. Chem. 187, 97, 1930. 
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Es wurde zu einer bestimmten Menge Tierkohle, die vorher durc} 
Auskochen mit Salzsiure und Auswaschen méglichst von Eisen  befreit 
worden war, eine abgemessene Menge Ferri- bzw. Ferrocyankaliumlésuny 
gesetzt. Nach 5 Minuten langem Schiitteln wurde filtriert, gewaschen unc 
in der von Miiller und Diefenthdler! angegebenen Weise das Ferricyankalium 
jodometrisch, das Ferrocyankalium mit Kaliumpermanganat bestimmt. 
Im allgemeinen nahmen wir |g Kohlepulver und 50 cem n/25 Blutlaugen 
salzldsung. Dazu kamen noch 10 cem NaOH bzw. HCl von verschiedene: 
Konzentration, da das Gleichgewicht vom px stark abhiangt. 


Abb. 1 zeigt, in welchem Verhaltnis zwei- und dreiwertiges Eisen 
bei verschiedener H’-Konzentration vorhanden war, wenn man einerscits 
von Ferro-, andererseits von Ferricyan- 














tte kalium ausging. Es ergibt sich, dal 

% ? ? . Ty . . . we 
“ [i peiciatian die Lésungen sich in beiden Fallen 
. tte ave der gleichen Zusammensetzung néhern, 
gs” a9 —Spodium die bei neutraler Reaktion vollstandig 

= + i wit é 
ey) [= Ate et auf Seite des Ferricyankaliums liegt, 
p+}  wahrend sowohl in alkalischem als auch 
MTR in saurem Milieu die Ferroform in 

th Yd | ; : 
EaSR 35 Z 4  gréBerer oder kleinerer Menge vorliegt. 
8 ed Wir wissen durch Erich Miiller? 

Nal & Hel leas 

ae daB auch das Potential der Blutlaugen- 
Verhiltnis Ferricyankalium : salzelektrode einen ganz entsprechenden 


Ferrocyankalium unter dem Ein- 
fluB von Tierkohle bei ver- ae : " ‘ : § 
schiedenem py. Gebiet niedriger liegt als im alkalischen 


und sauren. Das riihrt davon her, dab 
fiir die Einstellung des Potentials lediglich die lonen [Fe (CN),]”” und 
[Fe (CN),]’’”” maBgebend sind, deren Konzentration im alkalischen und 
sauren Gebiet zuriickgedringt wird, einerseits unter Bildung der 
undissoziierten Alkalisalzmolekiile, andererseits unter Bildung der un- 


Verlauf nimmt, d.h. daB es im neutralen 


dissoziierten Sauremolekiile. Da nun Ferrocyankalium und Ferrocyan- 
wasserstoffsiure weniger dissoziiert sind als die entsprechenden Ver- 
bindungen des dreiwertigen Eisens, wird ihre Dissoziation stirker 
zuriickgedrangt als die der Ferriverbindungen. Es wird also das 
Oxydationspotential erh6ht. Nun kann aber eine Mischung von Ferri- 
und Ferrocyankalium mit dem Sauerstoff der Luft nur dann im 
Gleichgewicht sein, wenn ihr Potential gleich ist dem der Sauerstoff- 
elektrode bei der gleichen OH’-Konzentration. Das Mischungs- 
verhaltnis Ferricyankalium: Ferrocyankalium, das mit der Luft im 
Gleichgewicht steht, muB also bei neutraler Reaktion am héchsten 
sein und bei alkalischer und saurer Reaktion sinken, wie es unsere 
Versuchsreihe ergeben hat. Jedoch kann erst die genaue Durchrechnung 


1 BE. Miller u. O. Diefenthdler, Zeitschr. f. anorg. Chem. 1910, S. 418. 
— * E. Miller, Zeitschr. f. physikal. Chem. 88, 46; Das Eisen und seine 
Verbindungen, 8. 96. Dresden-Leipzig 1917. 
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der Ergebnisse zeigen, ob die Ubereinstimmung so groB ist, da man 
sagen kann, die Wirkung der Kohle bestehe ausschlieBlich darin, die 
Einstellung des Gleichgewichts zwischen den Blutlaugensalzen und 
dem Sauerstoff zu beschleunigen. 


Nach der von Miiller gefundenen Beziehung ¢, 0,215 + 0,0582 
log i/o. [K’|* wurde unter Einsetzung des Potentials der Sauerstoffelektrode 
bei dem atmosphiarischen Sauerstoffdruck und dem entsprechenden py fiir 
e, das Verhaltnis 7/o berechnet und in der Abb. 1 den experimentell ge- 
fundenen Werten gegeniibergestellt. 

Bei den n/60 Lésungen ist dabei folgendes zu beachten: bei der Reduk- 
tion von K,[{Fe(CN),| wird Alkali verbraucht, bei der Oxydation von 
K,[Fe(CN),] gebildet. Die Werte miissen also, wenn man von Ferricyan- 
kalium ausgeht, nach der Seite geringerer Alkalitaét, wenn man von Ferro- 
evyankalium ausgeht, nach der Seite gréBerer Alkalitaét verschoben sein, 
und zwar um so mehr, je mehr die Zusammensetzung der Lésung von der 
Ausgangslésung verschieden ist. Daher entspricht der fiir n/60 NaOH 
gefundene Wert bei der Ausgangssubstanz K,{Fe(CN),] einem betrachtlich 
weniger alkalischen py, waihrend der von der Seite des K,[Fe(CN),| her 
erhaltene Wert einem nur wenig alkalischeren Gebiet angehért. Wenn man 
die Kurven der Abb. | von diesem Gewichtspunkte aus betrachtet, so zeigt 
sich, daB im alkalischen und neutralen Gebiet die erhaltenen Mischungs- 
verhaltnisse genau dem Potential der Sauerstoffelektrode entsprechen. 

Anders liegen die Verhaltnisse bei saurer Reaktion. Hier gilt nach 
Miiller: e. = 0,438 + 0,0582 log i/o . [H'}?. 

Das dem Potential der Sauerstoffelektrode entsprechende Mischungs- 
verhaltnis i/o ist praktisch gleich 100/0. Wenn auch die Ferromenge mit 
steigender H’-Konzentration um mehr als 2 Zehnerpotenzen von n/60 bis 
2n HCI steigt, so erreicht sie doch nur 0,0002°,. Es sollte also, wenigstens 
wenn man von Ferricyankalium ausgeht, Ferrocyankalium iiberhaupt 
nicht gefunden werden. In Wirklichkeit liegen die beiden Kurven weit 
auf Seite der Reduktion. Berechnet man aus den gefundenen Werten fiir 
i/o €., so findet man es 0,32 bzw. 0,39 Volt negativer als die entsprechende 
Sauerstoffpotentiale. Diese Werte haben wir fiir die stark sauren Lésungen 
in Tabelle I zusammengestellt. Die anderen Lésungen wurden nicht beriick- 
sichtigt, da die Werte nichts Wesentliches zeigen, und in vielen Fallen, wenn 
vollstandige Reduktion oder Oxydation gefunden wurde, sich gar nicht 
berechnen lassen. 

Tabelle I. 
Potentiale der Blutlaugensalzgemische, die sich unter dem 

EinfluB von Tierkohle bei saurer Reaktion einstellen. 











Sisetein. on Ausgangsstoff K, Fe(C N)¢ Ausgangsstoff K, Fe(CN), 
« ‘ or Oy- cere ae . —— ae ———_—_—_____—— oe 
konzentration | Elektrode i:o &o i:o é, 
n/6HCl. . 0.740 98 : 2 0,446 49,5 :50.5 0,347 
nS HCl. . 0,758 87,7 : 12,3 0,433 39,0 : 61,0 0,372 
5n/6 HCl . 0,782 78,9: 21,1 0,462 19,7 : 80,3 0,393 
2n HCl. . 0,804 67,8 : 32,2 0,492 10,3 : 89,7 0,418 


* ¢. = Potential der Blutlaugensalzelektrode in Volt, bezogen auf die 
Kalomelelektrode bei 18°; i/o = Verhaltnis Ferricyankalium : Ferrocyan- 
kalium; [K’] = Konzentration der Kaliumionen. 
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Im alkalischen, neutralen und auch noch schwach sauren Gebiet bi 
etwa n/60 HCl, wo das Verhaltnis zwischen den Blutlaugensalzen so ist 
wie es mit dem atmospharischen Sauerstoff im Gleichgewicht steht, wird 
also die zur Reaktion 


[Fe(CN),I”” + @ = [Fe(CN),)” 


nétige positive Ladung durch den an der Sauerstoffelektrode sich ab 
spielenden Vorgang 


O, + 2H,O = 4(OHY’ +44 


geliefert bzw. die bei umgekehrtem Verlauf der Reaktion frei werdende 
Ladung wird durch Entladung der Sauerstoffionen verbraucht. Die Rolle, 
die die Kohle dabei spielt, ist also die, daB sie den Reaktionswiderstand 
der Lonisierung und Entionisierung des Sauerstoffs beseitigt. Uber die Art 
und Weise dieser Wirkung kann man sich wohl die gleichen Vorstellungen 
machen wie sie iiber dieselbe Erscheinung an dem als Sauerstoffelektrode 
verwendeten Platin iiblich sind. Die Annahme, daB die hohe Konzentration 
des Sauerstoffs allein die Wirkung ausreichend erklart, wie es sich Kutzelniqg 
vorstellt, ist schon deshalb unhaltbar, weil die hohe Konzentration gar 
nicht zur Wirkung kommen kann. Der adsorbierte Sauerstoff muB ja 
immer mit dem Luftsauerstoff im Gleichgewicht stehen, kann also auch 
kein héheres Oxydationspotential entwickeln als dieser. Die Annahme von 
superoxydartigen Zwischenprodukten dagegen ist weder notwendig noch 
erscheint der Vorgang dadurch verstandlicher. Beziiglich Warburgs Theorie, 
daB bei der Sauerstoffiibertragung durch Tierkohle auf verbrennbare 
Substanzen das Eisen eine wesentliche Rolle spielt, ergeben unsere Versuche, 
speziell die im sauren Milieu durchgefiihrten, da®B eine solche Ubertragung 
prinzipiell méglich ist, inwieweit dabei aber das Eisen notwendig ist und 
ob iiberhaupt die Reaktion tatsichlich so verlauft, geht daraus natiirlich 
nicht hervor. Auf keinen Fall aber ist es méglich, daB der Sauerstoffdruck 
auf ein héheres Potential hinaufgepumpt wird als der Sauerstoffelektrode 
entspricht. Ob dieses Potential fiir die Oxydation verschiedener organischer 
Substanzen ausreicht, oder ob im Sinne Wielands eine Aktivierung der 
organischen Molekiile, d.h. eine Herabsetzung des Widerstandes, den sie 
der Verbrennung entgegensetzen, notwendig ist, soll weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 

‘ In stark saurem Milieu ist das Verhaltnis der beiden Blutlaugensalze 
nicht dem Sauerstoffpotential entsprechend. Es gibt dafiir mehrere Er- 
klarungsmoéglichkeiten. intweder beteiligt sich der Sauerstoff an der 
Reaktion hier iiberhaupt nicht und die zur Reaktion nétige bzw. bei ihr 
abfallende Ladung wird durch einen anderen uns unbekannten Vorgang 
geliefert bzw. aufgenommen. Dieser Vorgang miiBte aber dann von der 
Wasserstoffionenkonzentration in gleicher Weise abhangen wie das Potential 
der Sauerstoffelektrode, da ja das dem Mischungsverhaltnis von Ferri- und 
Ferrocyankalium entsprechende Potential dem der Sauerstoffelektrode 
streng parallel geht. 

Andererseits ware es méglich, daB das Ferricyankalium seinen Sauerstoft 
weiter auf oxydierbare Substanzen iibertrigt, etwa auf die Kohle selbst. 
Gestiitzt wird diese Ansicht dadurch, daB Heymann bei Reduktionsversuchen 
von FeCl, und AuCl, die gebildete Kohlensiure nachweisen konnte und dal) 
es ihm sogar mdéglich war, mittels FeCl, Sauerstoff auf die Kohle zu iiber 
tragen. Wir selbst haben diese Frage nicht weiter verfolgt, da sie fiir unseren 
Zweck nicht von Bedeutung ist. Doch wollen wir hier versuchen, die sich 
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dabei ergebenden Moéglichkeiten von verschiedenen Seiten zu beleuchten. 
Zunachst ist darauf hinzuweisen, daB die Potentiale der gefundenen Mischung 
von Ferro- und Ferricyankalium dem Potential einer Sauerstoffelektrode 
mit einem Sauerstoffdruck von etwa 107-** at. gleich sind. Soweit miiBte 
der Sauerstoff verbraucht sein, was sich natiirlich durch eine enorme Auf- 
nahmefahigkeit der Kohle fiir Sauerstoff auBern miiBte. Oder die von uns 
gefundenen Werte stellen gar kein Gleichgewicht dar, sondern nur einen 
stationaéren Zustand in der Weise, daB eine gewisse Zeitlang dauernd Ferro- 
eyankalium durch den adsorbierten Sauerstoff oxydiert wird und dieser 
weiter auf die Kohle iibertragen wird. Die Reaktion miiSte dann allerdings 
sehr rasch beginnen, da das Verhaltnis der Blutlaugensalze sich sehr schnell 
einstellt und miuBte dann langsam weiter gehen, da auch nach !/, Stunde 
das Bild im wesentlichen gleich geblieben ist (Tabelle I1). 


Tabelle II. 
Abhangigkeit der Zusammensetzung von Blutlaugensalz- 


loésungen von der Dauer der Einwirkung verschiedener Kohlen. 





9 9 Ky Fe(C N)g, gefunden nach 


Art der Kohle Milieu Ausgangsstoft — 

5 Min. 30 Min 
Tierkohle ,N“. . .. 1/3 HCI Ky Fe(CN), 88 88 
. ea re Kk, Fe(CN), 39 35 
Blutkohle ,Merck* . . neutral K, Fe(CN), 87 78 

, ” bing . Ky Fe( CN), 19 10.8 

n ” ree u/3 HCl Ks, Fe( CN )g 43, 26,5 
~ ‘. ae _ Ky ke(CNn), 0 0 


Eine solche Verzégerung kénnte dadurch gegeben sein, daB der Sauer- 
stoff an der 4uBersten Oberflache rasch verbraucht ist und der tieferliegende 
dann erst durch die nun an der Oberflache liegende Kohlensaéureschicht 
diffundieren miiBte. Diese Kohlensiureschicht wiirde andererseits aber 
auch das Ferricyankalium im selben MafSfe vor der weiteren Reduktion 
durch die Kohle schiitzen, so daB sich eben das gefundene, vom Potential 
der Sauerstoffelektrode abhangige, ihm aber nicht entsprechende Gleich- 
gewicht ausbilden kénnte. Auch in den Versuchen Heymanns kam der 
Reduktionsvorgang zum Stillstand, wenn erst 1 bis 2°, der Kohle verbraucht 
waren. Heymann nimmt an, da8 nur die Kohlenstoffatome an den Spitzen 
und Kanten aktiv sind und sich an der Reaktion beteiligen. Ob die Verhalt- 
nisse sich nach langerer Zeit indern, wenn etwa der Sauerstoff schon zum 
groBten Teil verbraucht ist, konnten wir nicht feststellen, da sich bei langerer 
Dauer des Versuchs eine Nebenreaktion st6rend bemerkbar macht, namlich 
die Zersetzung der Blutlaugensalze unter Bildung von Berlinerblau. Dagegen 
laBt sich eine solehe Erscheinung bei einer starker reduzierenden Kohle 
beobachten, bei der Blutkohle von Merck. Hier liegen schon nach 5 Minuten 
beide Kurven tiefer als bei der zu den meisten Versuchen verwendeten 
Tierkohle ,,N** und nach einer !/, Stunde ist die Bildung des Ferrocyan- 
kaliums noch weiter fortgeschritten, so daB also, wenn man von Ferrocyan- 
kalium ausging, zundchst Oxydation, dann Reduktion stattgefunden hat. 
Dieser Versuch zeigt auch, wie wenig es dabei auf die Menge des Sauerstoffs 
ankommt; denn die .Wercksche Kohle adsorbiert besser als die Tierkohle ,,N** 
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und weit besser als das Spodium, das die gleiche Kurve wie die Tierkohle 
yw ergab (Abb. 2). 

Die Adsorption wurde allerdings nur durch den Adsorptionstiter fiir 
Methylenblau nach Wiechowski bestimmt (eem 0,15 %ige Methylenblau 
losung, die 0,1 g Kohle entfairbt), der der Adsorptionskraft fiir Sauerstofi 
nicht streng proportional sein muB, ihr aber sicherlich parallel geht. Die 
Mercksche Kohle hat einen Adsorptionstiter von 25, die Tierkohle ,,N° 
von 16 und das Spodium von 1. Auch die Sattigung mit Sauerstoff von 
einer Atmosphare steigert die Ferricyankaliumbildung nicht, sondern 
fordert im Gegenteil die Reduktion, macht also offenbar die Kohle reaktions- 
fahiger. Das gleiche konnte durch Beladen mit Kohlensaure erzielt werden, 
wobei freilich, wenn es sich um den OxydationsprozeB handelt, die Herab- 
setzung des Sauerstoffdruckes auch eine Rolle spielen muB. 
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Einfluf verschiedener Kohlen auf das Verhiltnis Ferricyankalium : Ferrocyankalium. 


Der geringe EinfluB der Sauerstoffkonzentration innerhalb gewisser 
Grenzen stimmt damit iiberein, daB auch das Potential der Sauerstoff- 
elektrode mit dem Sauerstoffdruck nur wenig variiert. Unter Beriicksichti- 
gung dieser Tatsache ware nun die Spannung nicht verstandlich, die zwischen 
den Mischungsverhiltnissen der Blutlaugensalze bestehen bleibt, je nachdem, 
ob man von Ferri- oder Ferrocyankalium ausgeht, wenn man annehmen 
wollte, daB es sich um ein Gleichgewicht handelt. Dagegen ist es begreiflich, 
da bei einem stationéren Zustand der Vorsprung, den das gelbe Blutlaugen- 
salz von Anfang an hat, zunachst nicht wieder eingeholt werden kann. 
Erst wenn dann bei sehr geringer Sauerstoffkonzentration die Reaktion 
zum Stillstand kommt, muB8 in beiden Fallen nahezu das gleiche Mischungs- 
verhaltnis eintreten. Nur so versteht man auch, daB die Differenz der 
Mischungsverhiltnisse ganz unabhangig ist von der Adsorptionskraft der 
Kohle, und daB sie bei der Merck-Kohle sogar bei der im Laufe der Zeit 
steigenden Zunahme der Ferrokonzentration immer konstant bleibt. 


Zusammenfassung. 


Bei neutraler und schwach saurer Reaktion oxydiert die Tierkohle 
in Gegenwart von Sauerstoff Ferrocyankalium nahezu_ vollstandig 
zu Ferricvankalium, bei stark alkalischer — von etwa n/5 NaOH an- 
gefangen — reduziert sie Ferricyankalium quantitativ zu Ferrocyan- 
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kalium. Im dazwischenliegenden Gebiet stellen sich bestimmte Gleich- 
gewichtsverhaltnisse von Ferricyankalium : Ferrocyankalium ein. Die 
Potentiale der Mischungsverhaltnisse der beiden Blutlaugensalze stimmen 
im alkalischen, neutralen und schwach sauren Milieu genau mit den 
Potentialen der Sauerstoffelektrode beim gleichen py tiberein. Die 
Tierkohle kann also mit einem Potential, das dem der Sauerstoff- 
elektrode gleich ist, oxydierend und reduzierend wirken, in dem sie 
Sauerstoff aufnimmt oder ihren adsorbierten Sauerstoff fiir die Reaktion 
zur Verfiigung stellt. Auch allen anderen Stoffen gegeniiber muf sie 
sich prinzipiell gleich verhalten. Sie hat die Fahigkeit, den Reaktions- 
widerstand, der sich der Ionisierung und Entionisierung des Sauerstoffs 
entgegenstellt, weitgehend zu vermindern. In stark saurem Milieu findet 


dagegen, entgegen der Theorie, auch teilweise Reduktion statt. Dem 


elektrochemischen ProzeB ist hier wahrscheinlich ein rein chemischer 
{eduktionsvorgang iibergelagert, wobei die Kohle zu CO, oxydiert wird. 











Untersuchungen iiber die Aggregation von Gelatine. 
Von 
W. Giedroye. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. ) 
(Eingegangen am 18. Juni 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In dieser Arbeit wurde: 1. Der EinfluB des py auf die Aggregation 
der Gelatine bei verschiedenen Temperaturen; 2. der Verlauf der Gela- 
tineaggregation bei variablen Konzentrationen der Gelatine sowie 
3. der EinfluB der Zeit auf die Veranderungen des Aggregierungsgrades 
der Gelatine untersucht. 


In dieser Arbeit ist die Gelatineaggregation mittels zweier Methoden 
bestimmt worden, und zwar mittels Polarimeterbestimmungen und 
mittels der Zeitbestimmung des Metallkugelfalles im aggregierenden 
Milieu. 


Allgemeine Methodik. 


Zum Vergleich der Untersuchungsresultate wurden alle Versuchs- 
serien mit einem und demselben Gelatinepraparat (,,extra‘‘ der Firma Coignet 
Fils, Paris) ausgefiihrt. Die abgewogene, in kleine Tafelchen zerschnittene 
Gelatine wurde in MeBkolben von 250 cem gebracht, mit 50 cem destilliertem 
Wasser von 20°C iibergossen und !/, Stunde zur Quellung stehengelassen. 
Nach dieser Zeitspanne wurden in jeden Kolben etwa 50 ccm auf 80° er- 
warmtes destilliertes Wasser zugesetzt. Nach vollkommener Auflésung 
der Gelatine und nach der Vermischung der Lésungen wurden die Systeme 
bis auf 20° abgekiihlt. 

‘ Zur Einstellung der Gelatine auf verschiedene py wurden Lésungen von 
HCl und NaOH angewandt. Dann wurden die Me8kolben auf 250 cem auf- 
gefiillt und der Inhalt durch trockene Filter bei 40° filtriert. Die Filtrate dienten 
zu den Bestimmungen der optischen Aktivitat der Gelatine. pq wurde potentio- 
metrisch am Anfang und zu Ende der Versuche bestimmt. Es wurde das 
Dreifeldpolarimeter von Schmidt und Hdnsch bei Natriumlicht angewandt. 
Polarimeterrohrlange 200mm. Die Versuchsl6sungen wurden auf 42° C 
erwarmt in die Rohre gefiillt und nach dem Erreichen der gewiinschten 
Temperaturkonstanz wurden die ersten Ablesungen vorgenommen und 
dieselben dann jede 4 Stunden im Laufe von 20 Stunden wiederholt. 
Es wurden auch Polarimeterbestimmungen bei 40° C ausgefiihrt. Die 
Kugelfallversuche wurden im Thermostaten in glisernen Eprouvetten 
von 20em Lange und 4em Durchmesser ausgefiihrt. Die im Glase ein- 
geritzte Fallstrecke betrug 14,5 em. Zu den Versuchen wurden entsprechend 
groéBere Mengen der Gelatinelésung bereitet (2000 cem). Die Stahlkugel 
wog 0,4386 g und besaB einen Durchmesser von 2,5mm. Die Fallzeit 
wurde mittels Chronometer bestimmt. 
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Vorversuche. 


Der Temperatureinfluf auf die optische Aktivitat der Gelatine. 


Die Versuche wurden mit 1°%iger Gelatinelésung bei 40, 35, 30, 25 
und 20° und bei px 3,70, 4,80 und 5,50 ausgefiihrt. Es wurde ermittelt, 
daB langere Untersuchungszeiten als 20 Stunden Veranderungen bakterieller 
Natur hervorrufen kénnen. Die entsprechenden Polarisationswinkel der 
Gelatine sind in der Tabelle I angegeben. 

Tabelle I. 
Der TemperatureinfluB auf die GréBe des Polarisationswinkels 
der Gelatine. 
Gelatinekonzentration 1%. Lange des Rohres 200 mm. 





Py des Systems 


= 3,70 4,80 5,50 
vA “&p &ph &p &p en &p ep &p &p ep &p) ep 
- 40° 350 300 25° 20° 400 30° 250 20° 400 250 20° 





0 -2,25 -2,25 - 2,33 -245 -2,55 - 2,18 - 2.35 - 2,66 -2.70 - 2,66 
4 -2.25 -2,28 -233 -2.46 -2.85 - 2.18 - 2.35 - 2.73 -3.25 - 3,24 
8 -225 -2.98 - 233 -2.46 - 3.00 -218 - 2.35 -273-3.36 - - 3,32 
12 -2.25 -2.98 - 2,33 - 2.50 - 3,05 - 2.18 - 235 -2.76 -3.36 2.60 - 3,38 
16 2,25 - 2,30 - 2.35 - 2,51 -3,10/-2,18 - 2.35 - 2.78 -3,36 2,60 - 3,42 
20 -2,25 - 2.30 - 2,35 -2,55 - 3,10 - 2.18 -235-2,78,-3,60 3,49 


Die Versuchsresultate der Tabelle I zeigen, daB je héher die Tem- 
peratur ist, desto kleiner wird der Drehungswinkel bei bestimmten px. 
Bei der Temperatur von 40° bei gegebenem py des Systems hat der 
Drehungswinkel der Polarisationsebene einen fast konstanten Wert. 
Bei tieferen Temperaturen als 40° ist der Drehungswinkel von der Zeit 
abhangig. 

Die Anderung verlaiuft anfangs schnell und dann mit fortschreitender 
Zeit langsamer. 

I. Der EinfluB des py auf die optische Gelatineaktivitat. 

Aus den zusammengestellten Daten in der Tabelle IT folgt, daB 
bei der Temperatur von 40° C der EinfluB der pu-Anderung auf die op- 
tische Aktivitat der Gelatine sehr geringfiigig ist und daB auch bei niederen 
Gelatinekonzentrationen die, Lésungen einen minimalen Wert des 
Drehungswinkels im 1. P. des Kolloids aufweisen. Anders verhalt 
sich die Gelatine bei pu-Anderungen bei 20°. In diesem Falle sind 
gréBere Unterschiede der Drehungswinkel zu verzeichnen, besonders 
in héheren Gelatinekonzentrationen und in den px-Bereichen oberhalb 
und unterhalb des I. P. Weiter bemerkt man, da®B der anfangliche 
Drehungswinkel sowohl bei 40° als auch bei 20° und bei gleichem py 
proportional zur Gelatinekonzentration ist. Aus den Werten a9 X49; 
welche im Mittel 1,24 ausmachen, sieht man, dap bei demselben py das 
Verhdltnis der Drehungswinkel bei 20 und 40 konstant ist. 
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Tabelle II. 


Der EinfluB von px auf die optische Aktivitat der Gelatine. 





&oo 


) 
PH so 


8.70 — 0,5629 — 0,639 0,068° 
4,80 — 0.535 — 0,66 0,125 
5.40 0,55 — 0,66 0,110 
7,30 — 0,55 — 0,61 0,06 


3,70 — 1,125 — 1,27 0,145 
4,80 — 1,075 — 1,32 0,245 
5,40 — 1,118 — 1,33 0,212 
7,30 — 1,10 — 1,267 0,167 


3,70 | —1675 | —1,905 0,23 
4,80 — 1,630 — 2.02 0,39 

540 | —1,676 | —209 0,324 
7,30 | —1,68 1,92 0,24 

104 | —225 2.495 0,245 
260 | —222 2,50 0,280 
870 | —225 255 — 0,300 
433 | —218 - 2.554 0,374 
480 | — 2178 27 0,522 
540 | —2,248 6 0,424 
6,60 — 2,242 2,625 0.383 
7,60 | —222 0,330 
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2. EinfluB des py und der Konzentration auf die Gelatineaggregation. 
1. po-EinfluB. 

Die Werte fiir den Drehungswinkelzuwachs A x, gemessen bei ver- 
schiedenem py, sind nicht gleich. Die gréBten A x-Werte treten nach den 
ersten 4 Stunden bzw. in niederen py-Bereichen nach 8 Stunden auf. In 
den folgenden Zeitabschnitten werden die Verainderungen der Drehungs- 
winkel kleiner. Die gréften Aa-Werte treten bet py = 4,80 und 7,55, 
d.h. im I. P. und im alkalischen Gebiet auf. 


2. Der KonzentrationseinfluB auf die Aggregationsgeschwindig- 
keiten der Gelatine. 

In diesen Versuchen wurde die optische Aktivitaét bei 20° und _ bei 
pu 3,67, 4,84, 5,40 und 7,33 untersucht, wobei Gelatinekonzentrationen von 
0,25, 0,5 und 0,75% angewandt wurden. 

Der relative Aa-Zuwachs ist desto gréper, je mehr konzentrierte 
Gelatinelésungen verwendet wurden. Nach 20 Stunden findet man eine 
minimale Abweichung (und zwar bei Anwendung einer 1°%,igen Gelatine- 
lisung) von der Proportionalitdt zwischen Konzentration und Drehungs- 
winkel. Der kleinste Winkelzuwachs tritt unabhangig von der Kon- 
zentration bei pu = 3,72 auf. 
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3. Untersuchungen der Gelatineaggregation mittels der Fallzeitbestimmung der 
Kugel. 
Der pu-Einflu8 auf die Fallzeit. 

Die Kugelfallzeit in Gelatinegelen (bei verschiedenen py) kann von der 
Viskositat der einzelnen Solmicellen, von dem Aggregationsgrad sowie von 
dem Elastizitatsgrad der gebildeten Gele abhangen. Der Einflu8 der Visko- 
sitatsanderungen der Ausgangsmicellen auf die Fallzeit im Vergleich zu 
dem AggregationseinfluB muB gering sein, wie es richtig St. Przytlecki und 
Targonska'! in ihrer Arbeit bemerkten. Die Kugelfallzeit im kolloidalen 
Milieu kann in unserem Falle ein Bild von den Zustandsaénderungen in 
der Gelatineaggregation geben. 

Diese Versuche wurden mit 1° igen Gelatine-Wasserlésungen fiir ein 
breiteres pu-Gebiet als die vorigen ausgefiihrt. 

Es wurden zur Untersuchung bedeutend kleinere py-Intervalle als in 
den Versuchen von St. Przytecki und Targonska angewandt. 


Tabelle V. 
Der EinfluB des py auf die Fallzeit der Kugel. 


1° ige Gelatinelésung. Versuchszeit = 20 Stunden. ¢° der Aggregation 
20° + 0,1. 





PH Fallhéhe Gelatinezustand 
: nach 20 Std. 





Z 
A 


to — 
Anfang nach 20 Std. mm 


20° 1,03 145 Klare Losung 
20 2,54 145 ee ae 
20. 3,80 45 0 < CN ey 
20) 4.15 145 | schwach geuert 
20 4,45 145 Tribes Gel 
20 ‘ 8 145 

20 145 

20 5, 145 Sehr tribes Gel 
20 145 
20 5,35 145 
20 ; 145 
20 145 
20 j 145 
20 86 145 
20 145 
20 7,26 145 
20 7,50 145 
20 7,70 145 
20 7,80 145 
20 : . 8,46 145 
20 9,65 10,10 145 | Nicht gelierende, 
20 10,00 — 145 | klare Losung 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


Durchsichtiges Gel 





aoxnin~ 
~I@-) 
Deoe 


Die Versuchsdaten, die in der Tabelle V zusammengestellt sind, 
zeigen, daB: 1. beim I. P. der Gelatine und bei py 4,80 und 5,13 die 
Kugelfallzeit die kleinsten Werte annimmt, und zwar 25 bis 16 Sekunden, 
17 und 20 Sekunden. 


1 Diese Zeitschr. 255, 406, 1932. 











160 W. Giedroye. 


» 


Tie pu-t-Kurve (Abb. 1) besitzt in den pyu-Grenzen 4 bis 9 dri 
Maxima und zwei Minima, Ein Maximum befindet sich unterhalb di: 


I. P. der Gelatine bet pu = 4,4, die zwet anderen oberhalb des I. P., und 


zwar bet py 6,22 und 7,70. Das zweite Minimum liegt oberhalb des 
I. P. bet pr 7.5. Wie man sieht, ist die Beziehung zwischen dem 
Aggregationsphinomen und den py-Werten sehr kompliziert. 
3. Im I. P. ist die Fallzeit vor allem von der Aggregation abhangig 
In den verschiedenen py-Gebieten sind die Aggregationsarten 
wahrscheinlich verschieden. 
4. Bei der Annahme von Zwitterioner 

















bs—— 900 e 1 ° os 
ke in den EiweiBlésungen als Ampholyten 
08 $00 : ee : : 
~ s glauben wir, daB die Gelatinemicellen, be- 
27 02 . ; re ? 
34 . S$ sonders in diesem Zwitterionenzustande, 
2 a ays ; aM ; 
ad ~— eine grobe Tendenz zur Aggregation 
S45 ot haben. In diesem py-Bereich kann dic 
Say y wo Aggregationswahrscheinlichkeit gréBer 
> = . . . . 
8 4 joo sein als in anderen Bereichen, in welchen 
S 8 ‘ , A , ig le 
S42 thes aft 2008 die Kolloidteilechen von den mdéglichen 
ay hod AN pf wo  ‘\ollisionen dank der Ladung geschiitzt 
i bey sind. 
CVZLIFEL ILE ie x — 
Py 5. Unsere Versuche bestatigen voll- 
Abb. 1. kommen die Resultate von St. Przylecki 
O—O Kurve der Polarisations- und Targonska, die mit Gelatinegelen bei 
winkel #9 = 20°; Gelatine 19/9; Oo : ¥ x . “ee 
Versuchszeit 20 Stunden. 15° im pu-Bereich < I. P. sowie in den 


@—e Kurve der Kugelfallzeiten 


in-Grenzen I. P. ) 6,22 ausgetfiihrt 
t® = 20°: Versuchszeit 20Stunden. _— n.d pa a, h 


wurden. 

Wir erhielten dieselbe Kurvengestalt wie die Autoren, jedoch ist die 
Lage der Maxima und Minima etwas verschoben, was wahrscheinlich auch 
damit im Zusammenhang steht, daB wir die Versuche bei etwas héherer 
Temperatur ausgefiihrt haben und ein anderes Gelatinepraparat verwendeten. 

6. Hingegen bemerkten wir bedeutende Unterschiede in dem 
Aggregationsverlauf in den py-Intervallen 7,50 bis 10,00. Hier verur- 
sachen kleine py-Verschiebungen, besonders in den Grenzen 7,5 bis 7.7, 
auffallend groBe Veranderungen in der Gelatineaggregation. Diese 
Erscheinung ist schwer zu deuten. 

Die Differenz erkliren wir besonders dadiirch, daB Przylecki und 
Targonska in gréBeren py-Intervallen untersuchten. 

7. In den Gelatinesolen, deren py auf beiden Seiten des I. P 
liegen, kénnen auBer Veranderungen in der Aggregationsart auch 
Differenzen in dem Aggregationsgrad auftreten. 

An dieser Stelle méchte ich Herrn Prof. St. v. Przylecki den herz 
lichsten Dank fiir die wertvollen Ratschlage, sowie fiir die ergiebige Hilf: 
bei der Ausfiihrung der Arbeit aussprechen. 
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Nephelometrische Untersuchungen mit Eiweiblésungen. 
Von 
E. M. Mystkowski. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 18. Juni 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die folgenden Untersuchungen bezichen sich auf die Abhangigkeit 
des Triibungsgrades von EiweiBlésungen vom py, von der Anwesenheit 
von Salzen und von der Temperatur!. 


Als Untersuchungsobjekt diente uns Gelatine. 


Methodik. 


Die Versuche wurden mit Gelatine ,,extra‘’ der Firma Cozgnet, Fils, 
Paris, ausgefiihrt. Die abgewogene Gelatinemenge wurde in Kolben gegeben, 
mit Wasser 15 Minuten stehengelassen, destilliertes Wasser von 50° zu- 
gegossen und der Kolbeninhalt schlieBlich auf 50° erwairmt. Die bis 20° 
abgekihlte Gelatinelésung wurde in entsprechenden Mengen in Kolben 
gebracht und so viel Wasser bzw. Salzlésungen zugesetzt, daB das Gesamt- 
volumen 20 ccm betrug. Man pufferte die Lésung mit n/10 NaOH und HCI. 
Die Endkonzentration der Gelatine betrug 1%. Zur Nephelometrierung 
wurden 10ccm der Lésung gebraucht. Die Bestimmungen wurden zum 
ersten Male 15 Minuten nach der Herstellung der Lésung und zum zweiten 
Male nach 24 Stunden ausgefiihrt. Es wurde das Nephelometer von Leitz 
und als Standard ,,Milechglas mittelstark** angewandt. Der Triibungsgrad 
des Standards wurde als 100 angenommen. Das pq wurde im sauren Gebiet 
mittels der Chinhydronelektrode bestimmt, und in dem px-Bereich ober- 
halb 7 mittels der Wasserstoffelektrode. Um den TemperatureinfluB8 zu 
priifen, wurden die NephelometergefaBe in speziellen Stativen im Wasser- 
bad, welches bei entsprechender Temperatur gehalten wurde, untergebracht. 


Die Versuche. 

Der allgemeine Kurvenverlauf der Triibung in Abhangigkeit 
von pu bei 20° unterscheidet sich nicht von denjenigen Kurven, die von 
E.O. Kramer und S. D. Dexter? sowie von K. Krishnamurti® erhalten 
wurden. 


Das Triibungsmaximum befindet sich bei py = 4,5, auBerdem kann 
man ein Gebiet einer gréBeren Triibung, welches in den py-Grenzen 


1 8. J. Przylecki, Biochem. J. 25, 713, 1931; S.J. Przylecki u. 
W. Giedroyé, ebenda 25, 1734, 1931; H. Andrzejewski, ebenda 26, 1397, 1932; 


v. Przytecki u. Targonska, diese Zeitschr. 255, 406, 1932. 2 E.O. Kramer 
u. S. D. Dexter, J. of physiol. Chem. 31, 764, 1927. — * K. Krishnamurti, 


Proc. Roy. Soe. London A 129, 490, 1930. 


Biochemische Zeitschrift Band 273. 11 
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Tabelle I. 
Der Temperatureinflu8 auf die Triibung. 


Bestimmung nach 15 Minuten. 








Pu 21° 350 47° 700° Pu 210 35° 470 700 
8,0 48 48 48 48 4,7 72 56 56 52 
7,0 48 48 48 48 4.5 76 56 56 52 
5,7 52 48 48 48 44 60 45 48 48 
5,2 52 48 48 48 4,0 48 45 48 48 
48 64 56 56 52 3,3 48 48 48 48 


4,0 bis 5,5 liegt, unterscheiden. Der gréBte Triibungsgrad befindet sich 
nicht genau im I, P., sondern ist etwas in das saure Gebiet verschoben. 


Mit der Erhéhung der Temperatur (21 bis 35°) fallt der Triibungs- 
grad standig; dies bezieht sich besonders fiir den py-Bereich in der 
Nahe des I. P., wo sich die Triibungen allmahlich mit der Temperatur- 
steigerung den Werten, welche die weiter vom I. P. gelegenen Gebiete 
bilden, nahern, um sie jedoch niemals zu erreichen. Bei 70° wird die 
diesbeziigliche Kurve fast zu einer Geraden. Es ist charakteristisch, 
daB in den weiter vom I. P. gelegenen Gebieten der Triibungsgrad mit 
der Temperatursteigerung keiner Anderung unterliegt. Auch die 
Triibungsinderungen in der Zeit erscheinen nur in der Nahe des I. P., 
in anderen Gebieten bemerkt man in dem Zeitablauf von 24 Stunden 
kaum eine Triibungsinderung. Sowohl bei py oberhalb 6,0 als auch 
unterhalb py 4,0 ist der Triibungsgrad unverandert und unabhiangig 
davon, ob sich das System im Sol- oder Gelzustande befindet. Dies 
beweist, daB der /“bergang von Sol zu Gel nicht parallel mit einer Anderung 


Tabelle II. 


Der ZeiteinfluB auf die Triibung und auf die Gelierung. T. = 20°. 





Pa 15 Min. 30 Min. 2 Std. Gel. 24 Std. Gel. 
8,0 48 48 48 | —* 48 + 
7,0 48 48 48 | + 48 + 
6,5 48 48 48 + 48 + 
5,7 48 48 52 oo 52 + 
5,2 48 48 69 4+ 60 aa 
§.1 52 52 60 +. 60 

4.6 64 78 370 + 370 + 
4,5 76 117 370 ot 370 + 
4,4 72 104 370 + 370 + 
43 56 64 125 ao 138 si 
4.0 52 52 52 at 52 + 
3,7 48 48 48 + 48 + 
3,5 458 48 48 os 48 + 
3,0 48 48 48 -- 48 t 


+ Gel-entstehung, — keine Gelierung. 
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ies Tyndall-Effektes verléuft. Weiter wird es sich auch zeigen, daB die 
Gelatinelésungen einen starken Triibungszuwachs zeigen kénnen, ohne 
jedoch in den Gelzustand tiberzugehen. 


Tabelle LIT. 
EinfluB von NaCl. T 20°. 





0 0,25 Mol/Liter 2 Mol/Liter 

PH Se —_—____— — 

15 Min. 24 Std. Gel. 15 Min. 24 Std. Gel. 15 Min. | 24 Std. Gel. 
7.5 44 48 a 52 68 : 52 60 + 
3,4 44 48 + 52 68 + 52 60 + 
54 50 72 ; 52 76 + 52 62 oe 
4.8 68 500 + 52 sn he 52 62 a 
4.6 72 500 + 52 100 52 64 ike 
4,5 74 500 + 52 100 + 52 68 4 
4.0 48 52 52 109 + 56 109 ke 
3,4 44 44 ot 52 113 4. 68 500 + 


EinflupB der Salze. 

NaCl in der Konzentration von 0,25 Mol/Liter vergréBert den 
Triibungsgrad in den vom I. P. entfernten Gebieten, hingegen ver- 
kleinert es ihn im Bereich des I. P. Bedeutender erscheint dieser Effekt 
nach 24 Stunden, wo besonders im sauren Gebiet ein Anwachsen des 
Triibungsgrades zu verzeichnen ist. In der Konzentration von 2 Mol, Liter 
werden diese Effekte bedeutend verstarkt, wobei die Triibung bei 
pu = 3,4 denselben Grad erreicht, den sie in der Nahe des I. P. besitzt. 

CaCl, verhalt sich anders; so kann man z. B. bei der Konzentration 
von 0,25 Mol/Liter einen Anstieg des Triibungsgrades auf der alkali- 
schen Seite beobachten, hingegen in der Nahe des I. P. haben wir wie 
im Falle von NaCl eine relative Verminderung der Triibung. Mit der 
Vergr6Berung der Konzentration der Salze verandert sich der Kurven- 
verlauf des Triibungsgrades, und zwar beobachtet man in den vom 
I. P. entfernten Gebieten auf der basischen Seite bei 0,5 Mol/Liter 
einen sehr kleinen Triibungsanstieg nach 15 Minuten, der sich nach 
24 Stunden etwas vergr6Bert. 

Bei 1 Mol/Liter wird diese Veranderung noch geringer, um_ bei 
2 Mol/Liter sogar nach 24 Stunden keine Triibungsinderung im Ver- 
gleich zu den salzfreien Systemen hervorzurufen. Im Gebiet des I. P. 
tritt eine relative Verminderung der Triibung auf. Im allgemeinen 
nimmt die Triibungskurve in Abhangigkeit vom px bei Anwendung 
einer 2 Mol /Liter CaCl,-Lésung den Charakter einer Geraden an. 

Bei Anwesenheit von CaCl, ist der Ubergang der Gelatinelésung 
in den Gelzustand erschwert : z. B. verbleibt bei 1 Mol Liter und héheren 
Konzentrationen die Lésung nach 24 Stunden unabhingig vom px 

E* 
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m Gelzustande. In der Konzentration von 0,5 Mol Liter bildet sich 
zwar nach 24 Stunden ein Gel, jedoch ist dasselbe im Vergleich zu 
salzfreien Lésungen weniger zusammenhaingend, besonders im sauren 
Ge biet. 

Der EinfluB von MgCl, tritt besonders im basischen Milieu, wo 
schon nach 15 Minuten bei 0,25 Mol/Liter ein ganz bedeutender Trii- 
hungszuwachs zu beobachten ist, hervor. Dies zeigt sich auch im sauren 
Gebiet; deutlich wird diese Erscheinung jedoch erst nach 24 Stunden. 
Es ist hervorzuheben, daB die Triibung trotzdem bei Anwendung einer 
| Mol Liter-Lésung sehr bedeutend wird und die Gelatine sogar nach 
24 Stunden nicht in den Gelzustand tiberzugehen vermag. 

Na,SO, verhalt sich in der Konzentration von 0,25 Mol Liter wie 
NaCl, hingegen bei gréBeren Konzentrationen bemerkt man im I. P. 
eine VergréBerung des Triibungsgrades fast bis zur Erreichung des 
Grades der salzlosen Lésung, eine Erscheinung, die vorher nicht beob- 
achtet wurde. Es wurde dabei ein Anwachsen der Triibung in vom 
I. P. entfernten Gebieten festgestellt, so daB die Triibungskurve der 
Lésung mit Salz beinahe oberhalb der Kurve, welche die salzfreie 
Lésung kennzeichnet, liegt, wobei die Kurven mit den Gipfeln zuein- 
ander gerichtet sind. Dies bemerkt man nach 15 Minuten. Nach 
24 Stunden hingegen vergr6Bert sich die Triibung der salzfreien Lésungen 
mehr als bei den Lésungen mit NagSQ,, so daB zuletzt derselbe Effekt 
zu beobachten ist wie bei anderen Salzen, d. h. eine geringere Triibung. 

In den vom I. P. mehr entfernten py-Bereichen erscheint ebenfalls 
eine bedeutendere Triibung, welche am starksten im sauren Gebiet 
hervortritt. 

Ahnlich wie bei MgCl,-Anwesenheit im sauren Gebiet bemerkt man 
auch hier nach 24 Stunden in allen py-Bereichen bei 1 Mol Liter NagSO, 
keinen Ubergang in den Gelzustand. Dabei entsteht eine feinkérnige 
Suspension, die sich teilweise niedersetzt. Der Niederschlag ist dort 
am reichsten, wo man die gréBte Triibung verzeichnet, d. h. vor allem 
im sauren Gebiet. Im basischen ist der Niederschlag bedeutend kleiner 
und am kleinsten in dem Interval] des I. P. Bei gelinder Erwarmung 
wird derselbe in der Nahe des I. P. aufgelést, hingegen ist er im sauren 
Gebiet vollkommen unldéslich. 

Bei Anwesenheit von MgSO, in der Konzentration von 0,25 Mol 
im Liter bemerkt man bei allen untersuchten px nach 15 Minuten eine 
geringere Triibung als in den salzfreien Lésungen. Nach 24 Stunden 
tritt eine Triibungssteigerung ahnlich wie bei anderen Salzen auf und 
zwar in den vom I. P. entfernten py-Bereichen ziemlich bedeutend. 

In der Konzentration von 0,5 Mol/Liter verlauft die Triibungs- 
kurve wie bei Anwesenheit von NaCl. In der Konzentration von 2 Mol 
im Liter ist die Triibung bei allen untersuchten px, also auch im Bereich 
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Tabelle VII. 
EinfluB von MgSO, T 20°. 





0 0,25 Mol Liter 0,5 Mol/Liter 2,0 Mol/Liter 


PH 


15 Min. 24 Std.| Gel. 15 Min, 24 Std. Gel. ||}15 Min. 24 Std. Gel. |15 Min. 24 Std. Gel 


6,4 44 48 a 44 70 + 48 80 + 147 250 + 
5,4 50 48 | + 42 70 + 48 80 | + 1 156 | 812 | + 
48 68 72 + 42 72 + 48 80 | + | 277 | 3857 | + 
46 72 500 | + 42 76 + 48 80 | + | 357 | 416 | + 
4.5 74 500 4. 42 76 + 48 82 oa 357 = 416 + 
44/70 | 500 | + 42 76 + 48 84 | + | 416 | 416 
8,7 48 52 + 42 82 ote 48 100 + 416 | 416 
3,2 44 44 | + 42 82 + 48 113 | + || 500 | 500 


des 1. P., bedeutend gréBer als in den entsprechenden salzfreien Lésungen. 
Kin besonders groBer Triibungseffekt erscheint im sauren Bereich. 
Nach 15 Minuten liegt die Triibungskurve der MgSO,-Lésung_ voll- 
kommen oberhalb der Triibungskurven der salzfreien Lésung. Nach 
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Konzentration der Salze 0,25 Mol Liter. Bestimmung nach 15 Minuten, T 20°. 


24 Stunden iibersteigt jedoch der Triibungsgrad der salzfreien Lésungen 
im Gebiet des I. P. den Triibungsgrad der MgSO,-Lésung. Auch hier 
wurde bei 2 Mol /Liter ein Fehlen der Gelierung beobachtet. Die Gelatine- 
lésung enthalt nach 24 Stunden eine feinkérnige Suspension, die sich 
ziemlich leicht niedersetzt. Dies wurde ahnlich wie bei MgCl, nur im 
sauren Gebiet beobachtet. Im py-Intervall 6,4 bis 4,4 tritt ein Gel 
mit bedeutender Triibung auf. 
Besprechung. 

In den beschriebenen Experimenten tritt an erster Stelle das 
Problem der Beziehung zwischen dem Verlauf der Gelierung und den 
Triibungsinderungen und deren Abhangigkeit von einer ganzen Reihe 
von Faktoren zutage. 
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Schon den Versuchen iiber die Beziehung zwischen dem Trii- 
bungsgrade und dem px sowie der Zeit kann man entnehmen, dab 
die beiden Prozesse nicht streng miteinander verbunden sind; die 
(el-entstehung ist nicht unbedingt mit der Triibungsdnderung verkniipft. 

Interessant ist der EinfluB von CaCl,. Bei niederen Konzentra- 
tionen dieses Salzes geht die Gelierung parallel mit dem Triibungs- 
zuwachs, in gréBeren Konzentrationen hingegen entsteht unabhangig 
davon, ob der Triibungsgrad gréBer (vom I. P. entfernte py) oder 
kleiner (im Bereich des I. P.) als der der salzfreien Lésung ist, kein Gel. 

v. Przytecki und Targonska (1. ¢.) sowie Gic droyc (l. c.) nehmen auf 
Grund ihrer Untersuchungen iiber die Geschwindigkeit des Kugel- 
falles und iiber die Anderungen des Drehungswinkels in Abhingigkeit 


Tabelle VIII. 
Triibungsanderungen im Vergleich zu den salzfreien Gelatine- 
lésungen sowie zu der Gel-entstehung. 





Isoelektrischer 
Bereich 


Saurer Bereich Basischer Bereich 
4 ze ratic ag 
Keneentration |} zelt | ———__— : 
sans Triibungs- Triibungs- Gel Triibungs- 
sel. 


anderung Gel. anderung anderung Gel. 
NaCl 0,25 15Min. + 8 - 18 ae 8 
0,25 || 24Std. 9 + 70 | +)—} 400 | +4 4+ 20 + 
2.0 15 Min. + 20 _— 18 4. 8 
2,0 24Std. | + | 550 | +] — | 480 | +) 4+ 13: 4+ 
CaCly 0,25 | 15 Min. | + 8 - 20 a3 16 
025  24Std. + 44 + 410 | +4 + 56 + 
0,5 15 Min. 0 — 24 4 
0,5 24Std. + 82 i> +i—} 440) +4 + 98 | + 
1,0 15 Min. 0 — 24 4 
1,0 24 Std. a 8 — — 450 - + 8 
2.0 15 Min. | — 4 — 28 a 4 
2,0 24 Std. 0oj;—i- 460 | — O°; — 
MgCl, 0,25 | 15 Min. >) + 6 —- 26 + 80 
0,25 24Std. 9 + 80) + -| 420 | +) + 80 | + 
0,5 15 Min. + 4 — 30 + 80 
0,5 24Std. | + 80 +) — ) 489 |}4+/)+4+ 100 + 
1,0 15 Min. + 6 — 26 + 60 
1,0 24Std. + 450 -| — | 440 | +) + 80 + 
Na,SO, | 0,25, 15 Min. + 10 = 22 aS 5 
0,25 24Std. | + 120 > +) - 410 + 20 + 
0. 15 Min. + 80 — 10 ae 20 
0,5 24Std. | +, 470 +i] — > 3860 | +) + 50 | + 
1,0 15 Min. } 470 a 8 1 110 
1,0 24Std. + 1600 — 20° | = | + a 
MgSO, | 0,25) 15Min. | — 2 32 0 
0,25 24Std. + 40 + 420 | + 4 20 
0,5 15 Min. + + _ 26 } 4 
0,5 24Std. + 70 | + —) 420 +)+4 30 
2,0 15Min. + . 459 + | 280 + 100 
2,9 24Std. + 450 — — 80 + 200 
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vom px an, dab in verschiedenen py-Bereichen verschiedene Aggre 
gierungsarten vorhanden sind. Unsere Versuche scheinen dies bis zu 
einem gewissen Grade zu _ bestatigen, besonders diejenigen, die den 
SalzeinfluB auf den Triibungsgrad und auf den GelierungsprozeB be 
handeln. Darauf weist auch der Vergleich der durch Giedroye erhaltenen 
Kurven mit der Triibungskurve hin, welche in dieser Arbeit erhalten 
wurde. Der SalzeinfluB auf den Triibungsgrad kommt am besten in 
der Tabelle VIII zum Vorschein. 

Im sauren Gebiet tritt der EinfluB der Anionen Cl’ und SO; hervor, 
wobei der EinfluB von SO) auf den Triibungsgrad bedeutend griber 
als von Cl’ ist. Das zweiwertige Mg” schwacht als begleitendes Kation 
die Wirkung: des SO; stirker als das einwertige Na’. 

Im allgemeinen geben alle untersuchten Salze eine bedeutende 
Abschwachung der Triibung in dem Gebiet des I. P. Eine Ausnahme 
bilden NagSO, und MgSO, in héheren Konzentrationen. Auch im 
alkalischen Gebiet laBt sich ein gréBerer EinfluB des Mg” als des Na 
auf die Triibung beobachten. 

NagSO, in gréBeren Konzentrationen bei allen untersuchten py 
sowie MgSO, und MgCl, im sauren Bereich verursachen eine Gelatine- 
ausfillung in Form einer feinkérnigen Suspension, welche sich am 
Boden des Probierréhrchens niederschligt. Unter diesen Bedingungen 
wird nach 24 Stunden kein Ubergang in den Gelzustand beobachtet. 

Die Ursache des Fehlens der Gelierung in den obigen Fallen liegt 
hauptsachlich im ausfallenden EinfluB der Salze. Eine bedeutende 
VergréBerung der Triibung ist nicht die einzige Bedingung der Gelierungs- 
hemmung. Man sieht dies am Beispiel mit CaCl, dessen EinfluB sowoh! 
auf die Triibung als auch auf die Gelierung im Vergleich zu anderen 
Salzen ganz verschieden ist. Schon bei einer Konzentration von 1 Mol 
im Liter bemerkt man nur einen minimalen Triibungszuwachs bei 
vollkommenem Fehlen der Gelierungsfaihigkeit. 

Die Zusammenhange dieser Tatsachen mit denjenigen, die von 
v. Przylecki und Targonska sowie von Giedroyc erhalten wurden. 
machen sehr wahrscheinlich, daB der Hydratationszustand der Mizellen 
einer der Aggregierungseinfliisse ist und daB verschieden hydratisierte 
Micellen eine verschiedene architektonische Gelstruktur aufweisen 
kénnen. Nach S.J. v. Przylecki! unterscheiden wir zwei Aggregations- 
typen: eine diffuse und eine kérnige. 

Wir erlauben uns ein Schema der Anderungen, welchen ein Gelatine- 
gel unter dem EinfluB solcher Faktoren wie Zeit, Salzzugabe usw. 
unterliegen kann, darzustellen. Dabei wird der Hydratationsgrad als 
Ausgangspunkt dienen. 


! Unverdéffentlichte Arbeit. 
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In unserer Arbeit entsprechen dem diffusen Aggregationstypus 


die Falle ohne Hydratationsinderung: hingegen méchten wir die Falle, 


welche mit Verminderung der Hydratation (wobei die Méglichkeit 


. ‘ + ° : ° ° rv: 
eines leichten Cbergangs in den Suspensionszustand mit Niederschlag- 


entstehung gegeben ist) verbunden sind, zu der kérnigen Aggregation 


zaihlen. 


Aggregierung 
Verminde- 7 
erminde 
rung der <¢ 
Hydratation * 
“ Mangel an 
Aggregie- 
rungs- 
Sol fahigkeit 


ee is Aggregierung 
Keine Ande- 7 vases 


rung in der 


Hydratation Mangel an 
(miglich viel- Aggregie- 
leicht eine rungs- 
Vergribe- ag : 

rung?) fahigkeit 


Cbergang 
in Gel 


Fehlen des 
Gelierens, 
Niederschlag 


Ubergang 
in Gel 


Fehlen des 
Gelierens, 
Sol ohne 


Niederschlag 


Beispiele: 
1. Gelatine in 
Vergroberung der Nahe d.1. P. 
ler di iibt o 2. Beinahe alle 
ae rubung’ Salze in kleinen 
Konzentr.auber- 
halb des I. P. 
Nao S04, 
Bedeutender me. und 
T.. ee Mg 2_ In gro- 
rr ubungs fHeren Konzentr. 
zuwachs im sauren Be- 
reiche 


Keine Ver-  Gelatine ohne 


= 1 Salze inden vom 
oO Py 2 . 
groBerung de r 1.P. entfernten 


Tribung Bereichen 
Keine Ver- Gelatine mit 
grOBerung der Ca Cl, 


Triibung 2 Mol Liter 


Herrn Professor St. J. v. Przytecki danke ich herzlichst fiir Anleitung 


und Hilfe bei dieser Arbeit. 











Eine neue Methode der Ascorbinsiurebestimmung (Vitamin (). 
Von 
Emilio Martini und Arturo Bonsignore. 
(Aus dem Physiologischen Institut der kgl. Universitat in Genua.) 
(Eingegangen am 13. Juli 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In friheren Untersuchungen des einen von uns (1) konnte gezeigt 
werden, daB dem Licht ausgesetzte Lésungen von Ascorbinsaure ih: 
Redoxpotential in kurzer Zeit nach der negativen Seite hin andern. 
Dieser Effekt tritt besonders bei Gegenwart gewisser photodynami- 
scher Substanzen ein. Belichtet man z. B. eine Lésung von Ascorbin- 
siure im Beisein von Methylenblau, so verwandelt sich das Methylenblau 
fast augenblicklich in seine Leukobase. Es konnte gezeigt werden, 
daB dieser Vorgang im sauren Medium ziemlich spezifisch ist, wenn auch 
viele andere Substanzen, z. B. Glucose, ihr Redoxpotential bei Be- 
lichtung vermindern, doch nicht so sehr, um zugesetztes Methylen- 
blau schnell zu entfirben. Von diesen Tatsachen gingen wir aus, als wir 
eine Methode der Ascorbinséurebestimmung ausarbeiteten. 

Die jetzt meistgebrauchte chemische Ascorbinsaurebestimmungs- 
methode griindet sich auf die Reduktion des 2, 6-Dichlorphenolindo- 
phenols in saurem Medium. Die Methode hat verschiedene Nachteile, 
hauptsachlich, daB andere Substanzen wie Glutathion, Cystein, Pyro- 
gallo] stéren, ja auch die Trichloressigsiure selbst in gewissem Mabe, 
die zur Extraktion des Vitamins aus den Geweben dient [siehe Besse 
und King (2)]. AuBerdem gibt das Dichlorphenolindophenol keinen 
immer genau bestimmbaren Umschlagspunkt; die Lésungen des Indi- 
kators zersetzen sich schnell und miissen haufig titriert werden, ferner 
ist die Substanz ziemlich teuer und schwer zu beschaffen. Man konnte 
von vornherein hoffen, daB die Reaktion mit Methylenblau spezifisch 
ist, weil sein Hp tiefer als das des Dichlorindophenols liegt und dadurch 
die Zahl der Substanzen, die es spontan entfarben, geringer ist. Es 
schien uns unwahrscheinlich, daB alle bei der Bestimmung mit Dichlor- 
phenolindophenol stérenden Substanzen auch die Reaktion von Ascorbin- 
siure und Methylenblau bei Belichtung stéren, was wir tatsachlich 
auch bestatigen konnten. 

Das System Methylenblau => Leukomethylenblau, in dem dic 
Leukobase iiberwiegt, hat ein betrachtlich niedrigeres FE, als Dichlor- 
phenolindophenol, weshalb man auf den Gedanken kommen mubte 
die Reaktion bei Abwesenheit von Sauerstoff auszufiihren, um eine 
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schnelle Reoxydation der Leukobase zu vermeiden. Dies kénnte z. B. 
durch Arbeiten im Stickstoffstrom geschehen, doch wiirde das _prak- 
tisch eine solche Komplikation der Methode bedeuten, da sie fiir unsere 
Zwecke unbrauchbar ware. Daher suchten wir nach den Bedingungen, 
unter denen diese Fehlerquelle der Riickfarbung durch den Sauerstoff 
minimal ist. Es mufte daher das Medium der giinstigsten Reaktions- 
bedingungen bestimmt werden. Bei sehr tiefem py ist die Entfarbungs- 
geschwindigkeit des Methylenblaus durch Ascorbinséure  ziemlich 
gering, wahrend im alkalischen Milieu die Entfarbung nur unregel- 
maBig und nicht reproduzierbar [vgl. C. Martius und v. Euler (3)] 
und tiberdies auch nicht spezifisch ist. Zur Extraktion der Ascorbin- 
siure aus den Organen benutzten wir Trichloressigsiure von 8°, und 
nach systematischen Versuchen wahlten wir Natriumcitrat als Puffer, 
das die Reaktion nicht stért. Den im Reaktionsgemisch gelésten Sauer- 
stoff entfernten wir nach Méglichkeit durch Kohlendioxyd. Fiigt man 
z. B. zu 5 cem trichloressigsaurem ascorbinséurehaltigem Extrakt 2 cem 
einer 15°, igen Natriumcitratlésung (2 C;H,OH(COONa), + 11 H,O), 
die gleichzeitig 4°, Natriumbicarbonat enthalt, so schwankt das pu 
wahrend des Entweichens von CO, zwischen 4 und 4,5. Methylenblau 
entfarbt sich dabei ziemlich schnell, wahrend viel langere Zeit verstreicht, 
bis eine Wiederfarbung iiberhaupt sichtbar ist. Trotzdem wollten wir 
die Geschwindigkeit der Wiederauffarbung durch Zusatz verschiedener 
Substanzen noch verringern. Wir erwahnen unter den vielen erprobten 
Substanzen Natriumcyanid und Natriumthiosulfat. Von allen gepriiften 
Substanzen erschien das letztere besonders geeignet. Bekanntlich 
ist Natriumthiosulfat in saurem Medium unbestaindig und zersetzt 
sich unter Abgabe von Schwefel gemaB der Gleichung 


8 Na,S,O, = 8 Na,SO, + 88, 


weshalb man in starker saurer Lésung Reduktion des Methylenblaus 
und Tribung der Fliissigkeit bemerkt. Geht man jedoch so vor, dab 
man 1 cem 5°,iges Thiosulfat zu 5 ecm des trichloressigsauren Extraktes 
und 2ccem des Citratpuffers fiigt, dann ergibt sich ein pa von etwa 
5 bis 5,2, wobei in den Zeiten, die fiir die Bestimmung in Frage kommen, 
weder Schwefel abgeschieden wird, noch Methylenblau sich spontan 
entfarbt. Die Kontrollen fiihrten wir aus erstens mit Lésungen ohne 
Ascorbinséure, zweitens mit Organextrakten, drittens mit reinen, 
doppelt titrierten Ascorbinsdiurelésungen. Mit Thiosulfat geht die 
Wiederfarbung der Leukobase sehr langsam vor sich und ergibt praktisch 
keine Fehlerquelle bei der Bestimmung. 


Die Reaktionsgleichung zwischen Ascorbinséure und Methylenblau 
ergibt sich aus den unten aufgefiihrten Daten wie folgt: 1 Mol Methylen- 
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blau + 1 Mol Ascorbinsaéure 1 Mol Leukobase +- 1 Mol oxydiert 
Ascorbinsaure. 

Unter der Lichteinwirkung gibt daher die Ascorbinséure an das 
Methylenblau 2 Atome Wasserstoff ab; wie aus den unten aufgefiihrten 
Beispielen hervorgeht, auch dann, wenn die Konzentration der Leuko- 
base im Verhaltnis zur oxydierten Form sehr groB ist. Das wai 
iibrigens nach den  Resultaten der  potentiometrischen Unter- 

suchungen (1) insofern voraus- 


Belichtur 
min J zusehen, als das Potential, das 





von gleichfalls bestrahlten ver- 
diinnten Ascorbinséurelésungen 
erreichbar ist, negativer ist als 
der praktisch — vollstandigen 
Reduktion von Methylenblau 
entsprache, wenn ein geeigneter 
Photosensibilisator zugegen ist. 


Methode. 


Erforderliche Lésungen. 
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Sekunden 1. Trichloressigséure, 8 ig. 
Abb. 1 2. Alkalische Lésung: 30¢ 
Ausgezeichnete Kurve ohne Zusatz| —-von neutrales Natriumcitrat und 8 g 
Gestrichelte Kurve mit Zusatz /Thiosulfat. Natriumbicarbonat werden in 


Mi ‘ ie 3 Versuc 
Mittel von je 8 Versuchen. Wasser gelést und auf 200 cem 


aufgefiillt. 
3. Natriumthiosulfatlésung, 5 °ig (halt sich einige Tage). 
4. Methylenblaulésung 1: 10000 (Methylenblau purissimum medicinale 
Bayer-Meister-Lucius), wasserig. 


Extraktion der Ascorbinsdure. 


Eine gewogene Substanzmenge (gewohnlich ratsam 0,52) wird im 
Mérser mit wenig Quarzsand nach Zufiihrung von wenig Trichloressig- 
siurelésung fein zerrieben. Der Quarzsand mu ganz rein sein, 
eventuell muB8 man den im Handel erhaltlichen Sand mit 10% iger HC! 
digerieren und auf dem Wasserbad 1 Tag lang waschen. Sorgfaltig mit 
dest. Wasser nachwaschen! Unreinheiten oder langer Kontakt mit 
Metall kénnen bei der Bestimmung st6ren, indem sie die Wieder- 
auffarbung der Leukobase beschleunigen. Den Organbrei bringt man 
mit ein wenig Trichloressigsiure in ein Zentrifugenglas. Nach dem 
Zentrifugieren filtriert man die Fliissigkeit durch ein gewaschenes Filter 
in einen MeBkolben von 25cem. Den Riickstand im Moérser und im 
Zentrifugenglas wascht man mit Trichloressigsiure noch zweimal aus, 
wobei die Waschfliissigkeit in den MeBkolben kommt, den man 
schlieBlich auf 25 cem mit Trichloressigséiurelésung auffiillt. Es empfiehlt 
sich, diese vorbereitenden Handgriffe méglichst schnell zu_ erledigen 
und nicht in zu grellem Licht zu arbeiten, um eine Oxydation der 
Ascorbinséure zu vermeiden. 
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Titrierung. 


5eem Trichloressigsaurel6sung werden in ein Proberéhrehen gebracht, 
dazu 2 cem der alkalischen Lésung Nr. 2 und 1 cem der Thiosulfatlésung 
Nr. 3. In ein anderes gleiches Réhrchen fiillt man zum Vergleich 8 cem 
dest. Wasser. Aus einer Bangschen Mikrobiirette werden 0,20 cem der 
Methylenblaulésung sowohl in das Réhrechen mit dest. Wasser, wie in 
das mit der Versuchslésung gegeben. Das Ganze wird dem Licht aus- 
gesetzt. 


Es ist nicht schwer, beim Vergleich selbst die leichte Entfarbung 
zu erkennen, die wenigen y Ascorbinséure entsprache. Ist alles ent- 
farbt, fiigt man Methylenblau zu, mischt (unterstiitzt von den sich 
bildenden CQO,-Blasen) und setzt das Ganze wiederum dem _ Licht 
aus. Diese Prozedur setzt man fort, bis man nach Belichtung die 
gleiche Farbung erhalt wie in der Kontrolle. Die verbrauchte Menge 
Methylenblau liest man nun ab. Als Lichtquelle kann man direktes Sonnen- 
licht benutzen, es ist aber angenehmer, eine kiinstliche Lichtquelle zu 
verwenden. Wir benutzen eine Gliihbirne von Philips (fiir Kinoprojektion) 
von 300 Watt mit Reflektor und zwei Konvexlinsen. Das Reagensglas 
brachten wir in deren Brennpunkt. Manchmal benutzten wir diese Lampe 
ohne Linsensystem mit gleichen Resultaten, doch trat die Reaktion nicht 
so schnell ein. Natiirlich kann man auch das Licht eines gewéhnlichen 
Projektionsapparates von mittlerer Intensitaét benutzen. 


Berechnung. 


Von der Zahl der cem verbrauchten Methylenblaus wird zuniachst 
0,20 abgezogen, was dem Gehalt in der Kontrolle entspricht. Die so erhaltene 
Zahl wird mit dem Eigenwert der benutzten Methylenblaulésung multi- 
pliziert. Nimmt man an, da8 Methylenblau und Ascorbinséure aéquimolekular 
reagieren, so ergibt sich aus den Molekulargewichten (Methylenblau = 373 
: Ascorbinséure C,H,O, = 176), daB 1 cem einer 1) ;9999 Methylenblaulésung 
0,047 mg Ascorbinséure entsprechen. Tatsichlich kann man angendhert 
diesen Wert annehmen, es ist aber besser, empirisch einen genauen Titer zu 
bestimmen, um den Einflu8 von Unreinheiten im Methylenblau auszuschlieBen 
und um vor allem die Fehlerquelle zu eliminieren, die durch Kristallwasser- 
gehalt und Hygroskopizitat entstehen kénnte. Man titriert die Methylen- 
blaul6sung mit einer Lésung reinster Ascorbinséure in Trichloressigsaure, 
oder wie Bessey und King (2) es mit dem 2, 6-Dichlorphenolindophenol tun, 
mit Citronensaft; wie wir bestatigen konnten, entspricht in diesem die 
Ascorbinséurekonzentration dem verbrauchten Jod. Beispiel: Man geht 
von filtriertem und zentrifugiertem Citronensaft aus, man _ verdiinnt 
leem auf 10 bis 15 cem mit Wasser und titriert mit 0,005 n Jodlésung 
auf Starke. Die Menge in ccm verbrauchter 0,005n Jodlésung nennen 
wir a, wobei 1 cem dieser Lésung 0,44mg_ Ascorbinséure entspricht. 
Man bringt noch einen cem in einen MeBkolben mit 8 °iger Trichlor- 
essigsiure auf 50 ecem; 5 ccm dieser Lésung titriert man wie oben 
beschrieben mit Methylenblaulésung. Die verbrauchte Anzahl in ccm 
nennen wir 6. Nennen wir die gesuchte Menge Ascorbinséure x, die mit 

a. 0,44 
1 cem Methylenblaulésung reagiert, so ist x = “an. Hat man die Menge 
Ascorbinséure in 5 ccm gesuchten Organextraktes gefunden, so ist ohne 
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weiteres der Gesamtgehalt in g anzugeben. Man kann folgende Forme! 
anwenden : 
a,x. 5000 

P : 
wobei a die fiir 5cem Organextrakt verbrauchte Menge Methylenblau 
in ccm, P das Gewicht (mg) des untersuchten Koérpers bedeutet. 


mg Ascorbinséure in g Substanz 


Beispiel. 

486 mg Gewebeextrakt, mit Trichloressigsaure auf 25 cem gebracht, 
davon 5cem genommen. Zur Titration verbraucht 1,35 cem Methylenblau 
lésung; leem dieser Lésung entspricht 0,049 mg Ascorbinsaure. Der 
Gehalt ist daher 

(1,35 0,20) . (0,049 . 5000) 


186 0,57 mg Ascorbinséure 
so 


pro g. Wie wir weiter unten erkliren werden, empfiehlt es sich, mit 
Lésungen von Ascorbinséure zu arbeiten, die pro 5 ccm nicht viel mehr als 
| bis 1,5 ceem Methylenblau verbrauchen. 


Experimentelle Kontrolle. 

Die Wirkung des Lichtes auf das Redoxpotential ist unter ahnlichen 
3edingungen ein ziemlich allgemeines Phinomen. Daher mute man sehen, 
welche biologisch wichtigen Substanzen einen EinfluB auf die Ascorbin- 
siiurebestimmung unter den beschriebenen Bedingungen haben kénnten. 
Glucose wie auch Fructose, sowie deren Mischung bei der Inversion der 
Saccharose reduzieren weder Methylenblau in reiner Lésung noch erhéhen 
sie den Wert in den Organextrakten, der auf die Ascorbinséure kommt. 
Erwarmt man Glucose mit Alkalien (Glucoredukton von v. Huler), so wird 
das Methylenblau auch nach Ansaéuerung mit einer Geschwindigkeit entfarbt, 
die in derselben GréBenordnung wie die Entfarbung durch Ascorbinsaure 
liegt. Unwirksam sind Glycerin, Tannin, Pyrogallol und Adrenalin, letzteres 
auch in Konzentrationen, die die biologischen bei weitem iiberschreiten. 
Besondere Aufmerksamkeit erforderten die  Sulfhydrylverbindungen. 
Glutathion hatte unter den gewéhnlichen Bedingungen der Reaktion keine 
reduzierende Wirkung auf Methylenblau (siehe auch Tabelle I). Friihere 
Untersuchungen hatten jedoch gezeigt, daB unter Einwirkung des Lichtes 
Cystein Methylenblau entfarbt (4). Diese Reaktion dauert bei einem py 
von 7,6 gegen 10 Minuten, sie braucht bei einem px von 6,5 bereits 70 
Minuten. Unter unseren Versuchsbedingungen entfarbt sich das Methylen- 
blau viel schneller (30 bis 60 Sekunden), und die Reaktion verlaéuft noch 
schneller in saurem Milieu. Kontrollen von reiner Ascorbinsaure, 
verdiinnt, mit und ohne Cystein, in ziemlich groBen Dosen, zeigen 
keine merkliche Verainderung der entfairbten Methylenblaumenge (siehe 
Tabelle Il). Die von uns benutzten Cysteinkonzentrationen, die einem 
g-%-Gehalt von 2,79 im Gewebe entsprachen, sind zudem sehr hoch und 
diirften kaum in der Praxis vorkommen. Da8 noch héher konzentrierte 
Cysteinlésungen, besonders bei noch langerer Belichtungszeit, betrachtliche 
Methylenblaumengen reduzieren kénnen, ist damit natiirlich nicht aus- 
geschlossen. Wir weisen aber darauf hin, daB in jedem Falle die von uns 
vorgeschlagene Methode wirkliche Vorziige gegentiber der mit 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol aufweist. In Untersuchungen, die besonders veréffentlicht 
werden, haben wir zeigen kénnen, daB das Gelbei wahrend der Bebriitung 
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sich an Stoffen anreichert, die Jod reduzieren und die Nitroprussidreaktion 
veben (5). Es lieB sich dagegen keine Spur von Reduktion von Methylen- 
hlau feststellen. Diese kommt erst bei Extrakten zustande, die von Embryonen 
vom vierten Tage an gewonnen sind. 

Das Verhalten des Thiosulfats verdient noch Erwahnung. UberlaBt 
man nach der Bestimmung die Lésung sich selbst, so kommt manchmal, 
friihestens in einer 20- bis 30mal langeren Zeit als die Ascorbinsaiurebestim- 
mung dauert, eine Entfarbung des Methylenblaus zustande. Dieses Ver- 
halten findet sich jedoch nur ausnahmsweise und auch dann _ beeinfluBt 
es die analytischen Daten nicht, da die ,,Nachentfarbung* eben nur sehr 
langsam zustande kommt. Sollte es sich darum handeln, nur Spuren von 
Ascorbinséure nachzuweisen, so kann man eine Extrakontrolle ohne Zusatz 
von Thiosulfat ansetzen. 


Empfindlichkeit der Methode. 

Wir gingen aus von einer 0,005n Ascorbinsaéurelésung (Titration mit 
Jod). 5ecem dieser Mutterlésung entsprachen 1,33 cem der Jodlésung, 
also 0,585 mg Ascorbinséure. Von der Mutterlésung wurden folgende 
Verdiinnungen hergestellt und mit Methylenblau titriert. 


Tabelle I. 





Gefunden Gefunden 
mg Ascor- | mg Ascor- 
ae 5eem ent- binsdure ‘ar. || 2 ccm ent- binsaéure 
i fiirben (leem Me- Be- pai |  farben (1 cem Me- Be- 
ibe cem Methy- thylenblau —_rechnet atime | com Methy- thylenblan —rechnet 
sad lenblau = 0,05 mg ’ lenblau = 0,05 mg 
Ascorbin- H Ascorbin- 
sure) " siiure) 
1). 2.20 0,110 0,117 M195 0.10 0.005 0.0046 
Mes 0,26 0.0120 0,0117 | Vaso 0.045 0.00225 0.0023 





Also gaben noch 0,0023 mg Ascorbinsaéure eine deutliche Entfarbung, 
die eine fiir allgemeine biologische Zwecke geniigende quantitative Be- 
stimmung gestattet. Es soll noch bemerkt werden, da8 es nicht zu empfehlen 
ist, Ascorbinséurekonzentrationen zu nehmen, die eine Methylenblaumenge 
von viel iiber 1 bis 1,5 cem pro 5 cem erfordern, weil dann der gefundene 
Wert etwas zu niedrig werden kann. Erklarlicherweise st6rt dann die gréBere 
Geschwindigkeit der Wiederauffarbung der in verhaltnisma®ig gréBerer 
Konzentration gebildeten Leukobase, wahrend immer 0,20 ccm der oxy- 
dierten Stufe in der Versuchsfliissigkeit vorhanden sind!?. 

Unsere Versuche zeigen, da8 die Wiederauffarbung des Methylenblaus 
unter den von uns gewahlten Bedingungen als iehlerquelle nicht in Frage 
kommt. 


1 Nach Barron (6) ist der Logarithmus der Oxydationsgeschwindigkeit 
einer Leukobase durch atmospharischen Sauerstoff eine lineare Funktion 
der freien, durch E,, formulierten Energie. Z. B. haben wir bei einem 

0,058 20 


Pu 5 nach der Reduktion von 1 cem Methylenblau E;, ——— log 100 


0,101 = + 90 Millivolt, wahrend nach Reduktion von 3cem analog 
zu finden ist E, = + 68 Millivolt. 
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Beispiele einiger Versuche. 

In Tabellenform geben wir einige Versuche der Ascorbinsaurebestimmuny 
nach unserer Methode wieder (Tabelle Il und IIT). Gleichzeitig wurde de: 
Jodverbrauch derselben Extrakte bestimmt, analog dem Vorgang bei de: 
Glutathionbestimmung nach T'unicliffe. Wir fanden bei der Bestimmung 
mit Jod héhere Werte als nach der vorhandenen Ascorbinséuremenge 211 
erwarten gewesen ware. Ziehen wir den letzteren Wert von der gesamten 
verbrauchten Jodmenge ab, so kann man daran denken, das Glutathion 
mittitriert zu haben. 

Tabelle II. 








Verbrauchtes Ascorbinsiure 
n/l00 Jod mit Methylen- 





Lisungen blau titriert 
ecm mg perg 
1 com Ascorbinsiurerein  ........ 0,14 0,115 
1 eee Cera 0,14 0,119 
1 und 0,93 mg Cystein . . 1,27 0,119 
a » » 1,86 . 7—e 2,40 0,117 
Ba G » wre s 8 mae 3,53 0,119 
Lm " eS ANE Bienes 0,16 0,119 
a y » 9,06 mg Glutathion 0,18 0,119 
: ae " y O88 , i at he 0,20 0,120 
bg . « OO va Ree 0,22 0,120 
a » eo. % ass 0,34 0,120 
buy 4 »- C80... a 0,34 0,120 
Tabelle III. 
; : Auf Koérper 
Ver- Auf Ascor- . 
Ascorbinséiure brauchtes binsiure —, 
n/100 Jod angerech- sc es 4% % 
on total netes Jod oeee Sod 
1 g Citronensaft ..... 0,54 9,61 0,61 _ 
1 g Apfelsinensaft .... 0,55 0,71 0,62 0,09 
i" OA ee ee ae 0,74 0,96 0,84 0,12 
i 2 mopmemt kw ss 0,04 0,06 0,05 0,01 
Meerschweinchen. 
Een ONTO ok Ss 0,80 1,18 0,90 0,28 
BOR gman aw, x As 0,05 0,75 0,06 0,69 
ce Gis. iy Aa aR 0,22 1,63 0,25 1,38 
Fee: 6 Sa eas 0,14 0,67 0,16 0,51 
Kaninchen. 
0,30 | 
Kammerwasser* ..... 0,13 | (17) _ — — 
0,20 


* Angegeben sind der Maximal-, Minimal- und Durchschnittswert von einer in der 
Klammer angegebenen Anzahl von Versuchen. 


Die Bestimmung im Kammerwasser erfolgt, indem man Menger 


von 0,20 bis 0,30 cem mit 5cem Trichloressigsiure, 2cem Lésung 2 
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und leem Lésung 3 versetzt und dann weiter wie oben beschrieben 





ung verfihrt. Nur selten muBte zentrifugiert werden, dann wurde ein ali- 
“A quoter Teil des Filtrats genommen. 
aes Man sieht also, daB der Jodverbrauch unabhangig von der GréBe 
zu der Methylenblauentfarbung ist. Ersterer ist wohl gréBtenteils durch 
ten Sulfhydrylverbindungen, letzterer durch Ascorbinséure, wie wir gezeigt 


~— haben, bedingt. Man sieht auch, welchen Irrtum man anheimfallen kann, 


wenn man aus der Menge verbrauchten Jods allein auf den Glutathion- 
— yehalt eines Organs schlieBt. Der Fehler ist z. B. erheblich fiir die 
Nebenniere. Noch im Gang befindliche Untersuchungen lassen den 
- SchluB zu, da& im Hinblick auf diese Fehlerquelle unsere Ansichten 
liber den Glutathiongehalt verschiedener Organe unter physiologischen 
und pathologischen Bedingungen einer Revision bediirfen. 


Literatur. 


1) £. Martini, Biochimica e terapia sperimentale 20, 505, 1933. 
2) O. Bessey u. C.G. King, J. of biol. Chem. 108, 687, 1933. 3) C. Martius 


u. von Euler, diese Zeitschr. 271, 9, 1934. 4) F. Lieben u. EB. Molnar, 
ebenda 230, 347, 1934. 5) EB. Martini u. A. Bonsignore, Biochimica e 
terapia sperimentale 21, 169, 1934. 6) E.G. Barron, J. of biol. Chem. 97, 


286, 1932. 
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Uber das Auftreten von héheren Kohlenwasserstoffen 
im Tabakrauch. 


Von 


Adolf Wenusch. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der ésterreichischen Tabakregie, Wien.) 


(Eingegangen am 15, Juli 1934.) 


Beim Durchleiten des Hauptstromrauches von Zigarren ode: 
Zigaretten durch Waschflaschen mit Glasfilterboden, welche mit 
destilliertem Wasser beschickt sind, sammelt sich auf dem Wasse: 
eine viskose, schwarzbraune, wasserunlésliche Substanz an, welche 
in kaltem Alkohol nur teilweise léslich ist. Wird diese Substanz mit 
kaltem Alkohol behandelt und sodann der in Alkohol unlésliche Anteil 
abfiltriert, so hinterbleibt ein Ruckstand, welcher in kochendem 
Alkohol gréBtenteils léslich ist. Wird der kochend heiBe Alkohol filtriert, 
so scheiden sich im Filtrat beim Abkiihlen weiBliche, gallertartige 
Flocken (ahnlich wie Aluminiumhydroxyd) aus. Nach dem Abkihlen 
wird filtriert. Auf dem Filter bleibt eine sehr voluminése, gallertige 
Masse, welche beim fortschreitenden Trocknen immer starker schrumpft 
und schlieBlich einen wachsartigen Riickstand hinterlaBt. Dieser 
Riickstand, welcher in Ather leicht léslich ist, kann zur weiteren Reini- 
gung in wenig Ather gelést, filtriert und durch Zusatz von Alkohol 
wieder gefallt werden. Durch Wiederholung dieser Prozedur erhalt 
man schlieBlich eine im trockenen Zustande elfenbeinfarbige Substanz. 
welche im Kojfler-Apparat bei 70 bis 72°C schmilzt. Auf tiber 200° C 
erhitzt, verdampft sie und setzt sich an kiihleren Flaichen in Form 
feinster Trépfchen nieder, welche beim Abkiihlen erstarren und wieder 
einen Schmelzpunkt von 70°C zeigen. 

Die Elementaranalyse der gut gereinigten Substanz ergab: 

C 85,07, 84,72%; H 16,30, 16,28 %. 

Es handelt sich somit um einen héheren Kohlenwasserstoff. 

Wenngleich Kohlenwasserstoffe zumindest in den im Rauch in Betracht 
kommenden Mengen physiologisch vollkommen indifferent sind, ist es doc 
wahrscheinlich, daB ihnen im Rauch eine nicht unbetrachtliche Rolle als 
Mucilaginosum zukommt. Wenn sich die im Rauch feinst verteilten Kohlen 


wasserstoffpartikelechen auf den Schleimhaiuten des Rauchers anlegen, so 


kénnen sie einen reizlosen, mechanischen Schutz vor der Einwirkunyg 
reizender Rauchbestandteile bilden. AuBerdem wire auch an die den 
Mucilaginosen eigentiimliche Verzégerung der Resorption von Begleit 
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toffen — im vorliegenden Falle an verzégerte Nicotinaufnahme zu 
lenken. In diesem Zusammenhang mag es auch interessieren, da manchen 
fabakfabrikaten bei der Erzeugung Paraffinél einverleibt wird. Bei den 
itersuchten Fabrikaten kam eine Behandlung dieser Art selbstverstand- 
lich nicht in Frage. Offenbar haben Empiriker (die Praktiker der Tabak- 
erzeugung) eine giinstige Wirkung festgestellt, ohne die inneren Zusammen- 
h’inge zu kennen. Ein ahnliches Beispiel finden wir beim Saucieren der 
fabake mit zuckerhaltigen Saucen, wodurch man, ohne es zu ahnen, den 
Hauptstromrauch sauer macht und so die Entstehung des Nicotin- 
schubes. verhindert?. 


1 4, Wenusch, Deutsche Arzte-Ztg. 1933, Nr. 373. 








Getrennte Analyse der Lebergewebe zur Kennzeichnung 
der Elektrostruktur '. 
Von 
Rudolf Keller und Gertrud Klepetar. 


(Arbeiten der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft in Prag.) 


(Eingegangen am 30. Juli 19384.) 


Die tibliche chemische Analyse von Organen wird der funktionelle: 
Bedeutung, d.h. dem spezifischen Stoffwechsel jedes Parenchyms und 
der in allen Organen annahernd gleichartigen Stellung des Binde 
gewebes, nicht gerecht*. Neben dem Bindegewebe ist auch der Gehalt 
an Blut und Lymphe zu_ beriicksichtigen. Die Analysenwerte des 
organspezifischen Gewebes (Leberparenchym) werden aber durch dic 
Anwesenheit bzw. Mitanalyse des Bindegewebes usw. nicht nur verdiinnt, 
sondern es wird kein oder ein unrichtiges Bild von der Verteilung der 
Stoffe auf die Gewebe, deren Differenzierung der anatomischen Forschung 
selbstverstandlich ist, erhalten. Wir haben die seit langerer Zeit bekannte, 
aber nicht beachtete Unterteilung der mineralischen Gewebsbestandteile 
in Zell- und Saftesalze durch Kennzeichnung ihres elektrischen Charakters 
in biologischem Milieu begriinden kénnen’. So konnten zwischen den 
im biologischen Milieu negativ geladenen Anodenstoffen (z. B. Kalium, 
Magnesium, Kohlenhydrate) und den positiv geladenen Kathoden- 
stoffen (Natrium, Chlor, Wasser, Aminoséuren) unterschieden werden. 
Zwischen den Vertretern dieser beiden Gruppen und der Elektro. 
struktur des Gewebes bestehen nicht nur qualitative, sondern annahernd 
quantitative Beziehungen der Art, daB Organe von starker Elektro- 
positivitat (Leberparenchym) die in biologischem Milieu negatiy 
geladenen Mineralstoffe und Betriebsstoffe speichern, wahrenc 
Gewebe und Safte (Leberbindegewebe) mit relativer Negativitat 
die unter die Kathodengruppe fallenden Stoffe anreichern. Es sei 
hier an die Verteilung der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen 
(positiv geladen) und Serum (dagegen negativ) im menschlichen 
Blute erinnert 4. 


' Die Untersuchungen wurden im medizinisch-chemischen Institut 
(Prof. Zeynek) der deutschen Universitaét, Prag, ausgefiihrt.  Priv.-Doz. 
Dr. H. Waelsch hat uns durch Rat und Hilfe seine wertvolle Unterstiit 
zung angedeihen lassen, ebenso Dr. Sigurd Kittel von demselben Institut. 

2 Vel. dazu auch Heubner in Bethe-Embdens Handb. 16, 2. Berlin, Verlag 
Jul. Springer. — * Keller, Kolloidzeitschr. 66, 206, 1934. 4 Keller, Folia 
haematol. 1934, im Druck. 
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Die hohen positiven Potentiale'! der Leber lassen eine weit gréBere 
Speicherung der Stoffe der elektronegativen Gruppe und eine weiter- 
vehende AbstoBung (bzw. Anreicherung im Bindegewebe) der Stoffe 
der Kathodengruppe erwarten, als aus den Analysen der Literatur 
hervorgeht, bei denen nur Durchschnittswerte gewonnen wurden. Das 
Leberparenchym kann nach makroskopischer Trennung vom Binde- 
gewebe analysiert werden und die Zusammensetzung des Bindegewebes 
aus diesen und den bei Analyse der Gesamtleber erhaltenen Werten 
unter Einsetzung des Verhaltnisses Parenchym : Bindegewebe berechnet 
werden. Nach unseren Erfahrungen empfiehlt es sich aber, das Binde- 
gewebe zu analysieren und die Zusammensetzung des Parenchyms zu 
berechnen, da das Bindegewebe leichter makroskopisch von Parenchym- 
resten zu trennen und auch nicht in einem solchen MaBe der Austrocknung 
ausgesetzt ist. 


Methodik. 
Die Kaninchen werden aus den Carotiden entblutet, die Leber schnell 
herausgenommen. Zur Glykogenbestimmung in der Gesamtleber wird 


ein Stiick Leber sofort abgeschnitten, auf der Torsionswaage gewogen, 
mit siedender Kalilauge versetzt und die Glykogenbestimmung nach 
Phiger-Sah yun? vorgenommen. Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 
Ebenso wird ein Stiick Leber zur Chlorbestimmung nach van Slyke, und ein 
gréBeres Stick zur Mineralanalyse (in einem Platintiegel) eingewogen. 

Zur Gewinnung von Parenchym wird mit der Schneide eines Skalpells 
leicht iiber einen Lebersehnitt geschabt. Bei der von uns endgiiltig an- 
gewandten Methode der Bestimmung der Bestandteile des Bindegewebes 
und Berechnung der Parenchymwerte, wird durch Schaben mit dem Skalpell 
das Bindegewebe von Parenchym befreit, bis es gleichmaéBig grauweiB 
erscheint. Dabei ist auf etwa in der Pforte eingelagertes Fettgewebe zu 
achten. Ein Teil des Bindegewebes wird zur Glykogenbestimmung, ein 
Teil zur Chlorbestimmung, der gré8te Teil zur Bestimmung der Mineral- 
bestandteile verwendet. 

Die zur Mineralanalyse in Platintiegeln eingewogenen Gewebsteile 
wurden zur Bestimmung des Wassergehalts vorerst im Thermostaten 
bei 105° zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Trockenriickstand wurde 
durch gelindes Gliihen der in einen Porzellantiegel eingestellten Platintiegel 
verascht, die Asche mit einigen Tropfen 2n HC! befeuchtet und die Salz- 
siure abgeraucht, der Riickstand in Wasser gelést, auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefiillt und in aliquoten Teilen verarbeitet. Kalium nach 
Kramer-Tisdall, Natrium nach Barrenscheen und Messiner, Caleium nach 
Kramer-Tisdall, Phosphor nach Bell-Doisy- Briggs, Magnesium nach Briggs. 
In einem Teil der Analysen (in der Tabelle mit *) wurde die Gallenblase 
an Stelle von Bindegewebe fiir Chlor oder Glykogen verwendet. 

In der nun folgenden Generaltabelle sind die Analysen von acht Kanin- 
chenlebern erwachsener Tiere dargestellt. Fiir jeden Bestandteil sind die 
gefundenen Analysendaten der Leber und des Bindegewebes und die be- 


1 Okuyama, J. of Biol. 14, 69, 1931; Keller, Klin. Wochenschr. 1934, 
S. 1042. — * Sahyun, J. of biol. Chem. 938, 227, 1931. 
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Tabelle der biolog @tiven 








Wasser Natrium 
rier L B P 1 B ' 
: mg-Aqu.- mg-Aqu mg-Aqu { y- 
Nr 9/9 0 0/9 mg-°/y 0 mg-° 5 a : mg-° all Ye 


F. | 726 65.4 731 75,2 3.27 | 146,76) 6,38 69,81 3,03 177 
ll Tr. 974.7 | 11,94 | 4243 | 1845 | 2634 11,45 6,47 
| KF. | 7081 74,5 | 71,1 40.33, 1,75 | 140,18 6,09 32,83 1,43 b) 1,82 
(i) Tr. 135.5 5,89 | 550,46 |) 23,93 104,3 4.53 6,34 
; F. 689 664 68,5 115,75 5,03 | 13846 6,02 114,04 4.95 im 207 
Vi) Tr. 366,7 15,94 411,94 17,91 363,31 15,8 6,57 
(| F. | 71,1; 70,6 | 71,14 | 71,6 3,11 | 109,54 4,76 68,7 298 | 1.63 
411 tr. 2478 | 10.77 3728 | 1621 2384 10,36 5,62 


iS 


_( F. 663 69,5 66,03 | 87,5 3,59 | 178,83 7,75 75,2 827 (1 2.06 
* Th PR 245.2 10.66 585.0 | 25,0 219.6 9.55 6.12 


; FE. 68,7 69,2 6867 | 102,07; 4,44 | 130,7 5.68 100.0 4,35 1: 1,79 
(|| Tr. 326,0 14,17 4243 18,45 318.2 13,83 5,56 
1 EF. | 70,0 71,5 69,9 81,03! 3,52 | 149.8 6,51 75,8 8.8 | #3 8.44 
"Uy Te 270.0 11,74 524,44) 22,8 251,0 10,91 5 281 
jj) F. | 69,6 | 708 695 69,15 3,0 121,2 5,27 65,23 2,83 = 1: BBs 1,29 
li} Tr. 227,5 9,89 415,26 1865 213,33 9,27 ) 34 
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Gesamt-Phosphor Glykogen 
5 L B Pp V I B P 
= mg- mg- mg- mg- mg- mg mg- 
i mg-0/, Aqu.- mg-9/9 Aqu.-\mg-0,, Aqu.- B: P 0/, | Aqu.-| 0/, | Aqu.-} 7% | Aqu Aqu. 
0 0/. 0 0 0}, ) fi 
U 0 0 0 0 0 


| F. 143.7. 4,64) 187,5) 6,05) 1403 4,531:10 12.2 67,783,07* 17,05" 12,77 70.941 BR) 8.8 
1 Tr. 524.8 16,93) 542,0/17,48 523.5 16,89 44.41 246,72'8,87* 49,28*47,1 273.8 ) 324 
/ FP. 1903 6,14) 126.2 4,07 1951, 6,2911:20,5 3,53  19,612,21* 12,.23* 3,63 20.2 1 Bs 95 
| Tr. 639,7 20,64! 497,2 16,04 650,4 20,98) 12.35  68,618,68* 48,22* 12.62 70,11 31,9 
| F. 226.2 7,3 | 185.5 4,37, 238,0 7,51/1:22,8 2,88 16,0 |0,703* 3,9* 3,04 16.891: BS 95 
| Tr. 700,6.22,6 | 408,0 13,0 | 723,0:23,82 9.13  50,722,08* |11,55* 9,65 53.61 [Bs 303 
{ I. 157.8 5.99) 94.8 3.06) 162.5 5,241:22,.5) 3,05 16,94)0,455 2.69 | 3,25 18,051 Dt Bel 
\ Tr. 546.1 17,62) 325.9 10,41) 568,018.16 10,17 56.5 11,65 | 9,17 |10,8 69.0 b.3 24.8 
( FP. 287,6) 7,66] 129.3. 4,17) 245.9 7,93'1:25,1 10,93 60,721.54 8,55 11,63 64,61! 
| Tr. 706,322.78] 423,7 13,67) 727,5 23,47 32.45 180,3 5,07 (28,17 34,51 191,72 
F.| 413.4 13,33) 611.1 19.71) 398.5 12,85'1: 8,7)| 7,42  41,22)1,77 9838 7,85 43.61 
| Tr. 1318.9 42.34/1980,3 63,88 1279.0 40,97 93,7 131.6 5,76 (32,0 25,05 139,17 
KF. 559.4/18.04| 437.7 14,11) 568,6/18,34 1:17,3) 2,95 | 16,390,783 | 4,07 3,12 17,3 3 104 
Tr. 1863,9 60,11/1532,4 49,431889,0160,94 9.82 | 54,552.56 |14,22 10,36 57.55 [Bo 341 
| FP. 668,0:21,55 461,0/14,87) 683,6/22,05 1:19,7 3,705 20,58/0,403 2,24 | 3,954 21,971:9B9 9.1 
| Tr. 2197.4 70,88 1579.4 50,95 2244, 1/72,39 12.18 67.6711.38 7,67 13,0 | 72,22 [BS 30,0 
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logiftiven Stoffe. 
Chior Caleium 
cr a Fe ie: B P \ 
e mg-° 9 bee’ a mg-9/ lea = B:P mg-° 5 ken mg-? 9 hea’ 9 | ma-F/e lea’ P P 
1.77 | 111,02 | 3,17 | 58,09} 1,66 {1:7 - - 
6.47 320,63 | 9,16 219,1 | 6,26 _ — 
1.82 129,06 3,69 | 58,44 1,67 1:6 ~ 
6,3 483,4 (13,81 |202,0 | 5,77 _ _ aan 
907 | 198,44 5.67 | 63,12) 1,8 1:42 69 0,345 6,02 0301 7,00 0,35 215.5 
6.57 599.5 (16,87 (202.9 | 58 21,9 | 1,1 17,9 | 0,895 22.26) 1,113 
1.63 | 110,02*) 3,14*| 52,9 | 1,51 1:64 83 0.415 11,61) 0,58 8.05 0,402 92 
5.62  373,2* 10.66* |182,8 | 5,22 28,72, 144 389,53) 1,976 27,9 B95 
906 | 125.7%  3,59*| 682 | 1,95 1:72 4,85 0,242 17,24) 0,862 3,91) 0,195 3 
6,12 | 411,1* |11,74* 199,83 | 5,52 14,4 10,72 '565 | 2,82 (11,2 | 0,56 
4 1.79 | 238,46* 6,81*! 47,7 1,35 (1:2,7. 3,09 0,154 847) 0423 | 269! 0,184 1: 4,2 
5,56 | 770,2* 22,.0* 151.4 | 4,33 9,87, 0,493 27,8 | 1,39 8,51 0,425 
} 8.44 | 485,2* 13,86*| — - 7,93 0,396 15,138, 0,756 7,39 0,369 6.5 
5 281 1698,2* 4852*' — - — 264 / 1,382 53,98 2,654 24,4 1,22 
129 7986 228 40,86 1,17 1:6,7 5,64 0,282 10,386) 0,518 5,28 0,264 1: 6,7 
3,4 273,2 7,81 107.5 3,07 18,56 0,928 35.48 1,778 17,29 0,864 
OgiM®tiven Stoffe. 
Kalium — Magnesium 
B P V L B \ 
£ mg- _mg- mg- meg- mg- mg- 
u Aqu.- | mg-9 Aqu.- mg-9/9 Aqu.- B:f mg-°/5 Aqu - mg-%,5 Aqu - mg-é Aqu :?P 
)u4 8,8 208.8: 5,22 3862.8! 9,97) 1:23 - 
3,8 ) 32.47) 603,6 15.09 1351,6 | 33,79 — 
),2 951/ 286.1) 7,15) 387.4) 9,68 1:18 — — 
11 31,97 | 1123,6 28,09 1291.4 32,28 — — 
),89 3: 958) 225.8) 5.64) 395.2) 988 1:23,2 21,3 1,77 | 15,4 1,28 | 21,7 | 1,81} 1:18,7 
6] { 30,36 671.8 | 16,79 | 1255.2 31,38 67,6 5,63 | 45,8 3.82 69,1 | 5,76 
309 5 7,19: 1991) 4,98; 294.2: 7,35 1:20 11,23 0,94 Nicht 12,1 1,01 
1, } 2488: 679 16,97,1019 | 255 38,85 3.24  bestimmbar 41,8 | 3,48 
61 } 10,66! 340.3! 8,51! 432.8 10,82 1:16.9 13,84 1,11 | 9,387 | 0,78 | 13,63) 1,14; 1:19.2 
He 2 37,85 1115,1 27,88 1544,1 38.6 39,64 3,3 | 30,71 2,56 40,31) 3,36 
| 2' 9,18; 2945) 7,86; 372,7; 93 1:17 3,74 0,31 | 5,79 | 0,48 | 3,58; 0,29; 1: 8,2 
A S 29,3 956,8 23,92 1185 29.62 11,9 0,99 | 18,8 1,57 | 11,4 | 0,95 
3 3 1018) 3265 816 423.1 10,58 1:17 13,57 | 1,13 | 6,26 0,52 | 14,12) 1,18) 1:29,8 
DE 9 34,17) 1143 | 28,57 1376,3 | 34.41 45,18 | 3,76 | 21,91 | 1,83 | 46,33 3,91 
97 } 912) 346.3) 866 366.5) 9.16 1:14,1 13,6 1,13 | 8,02 0,67 | 14,02 1,17 1:23,3 
ee » 30,0 1186.4 29,66 1201 30,02 44,73 | 3,73 |2748 2.29 | 46.03 3,0 
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rechneten Werte fiir das Parenchym angegeben. Die Umrechnung gescha! 
unter Annahme von 7%, Bindegewebe in der Kaninchenleber!. L = Leber, 
B = Bindegewebe, P = Parenchym, V = Verhaltnis der absoluten Meng: 
einer Substanz im Bindegewebe zu der Menge im Parenchym unter Zu 
grundelegung der Annahme von 7% Bindegewebe. Ware also von eine: 
Substanz 13,3mal mehr im Parenchym als im Bindegewebe, dann ist de: 
Prozentgehalt im Parenchym und im Bindegewebe gleich. Ist das Ver 
haltnis 1: < 13,3 kleiner, dann ist der Stoff im Bindegewebe bei 1; > 13,3 
im Parenchym angereichert. Die Analysenzahlen sind einmal fii Feucht 
gewicht, darunter fiir Trockengewicht berechnet. AuBerdem ist immer de: 
Gehalt in mg-Aquivalent-% ausgerechnet (Glykogen ist als Glucose an 
gegeben, das Aquivalentgewicht mit 180 eingesetzt). 

Die Glykogenbestimmungen geben einen groBen UberschuB des 
Kohlenhydrats im Parenchym; ein Befund, der ohne jede Annahme aus 
der Funktion des Organs zu erwarten ist. Aber ebenso sehen wir beim 
Kalium und Magnesium eine bedeutende Speicherung im Parenchym, 
wobei nur Leber Nr. 6 herausfallt, die einen Uberschu8 an Magnesium 
im Bindegewebe zeigt. Der Gesamtphosphor zeigt eine Anreicherung 
im Parenchym mit Ausnahme von Kaninchenleber Nr. 1 und 6. Natrium 
und Chlor wie auch Calcium zeigen einen UberschuB im Bindegewebe 
(mit Ausnahme Kaninchen Nr. 3 fiir Calcium). 

Deutlich und iibersichtlich wird die Verteilung durch Zusammen- 
stellung der Verteilungsverhaltnisse. 





Tier 


Nr Leber/Glykogen Kalium Magnesium Phosphor Natrium Chlor Calcium 
1 1: 54,5 23 ff; — 10 65 | 7,0 — 
2 1: 22,6 18 - 20,5 3,1 6,0 - 
3 1: 56,6 23,2 | 18,7 22,8 10,9 4,2 15,5 
4 1: 100,0 20,0 | 22.5 8,7 6,4 9,2 
5 1: 98,3 169 | 19,2 25,1 5,6 7,2 3,0 
6 1: 60,8 17,0 8,2 8,7 10,0 2,7 4,2 
7) 1: 580 170 | 298 | 173 <a 6,5 
8 1:131,0 | 141 | 233 my. ae 6,7 6,7 


Glykogen, Kalium, Natrium und Chlor zeigen in allen untersuchten 
Lebern eine gleichartige Verteilung. Bei ihnen, aber auch bei Magnesium, 
Phosphor, Calcium, wird es Gegenstand weiterer Untersuchungen sein 
miissen, den EinfluB des Funktionszustandes des Organs und des Zu- 
standes des Tieres auf die Verteilung zu studieren. 

Rechnet man zu dem Bindegewebe die ungefahre Menge des Blutes, 
der Lymphe, der Galle, der (kalifreien) Zellkerne, des kaliarmen elektro- 
negativen Grundplasmas hinzu, so ergibt sich nach Mindestschatzungen 
nach dem mikroskopischen Bilde ein Mehrgehalt der eigentlichen 


' Pfuhl im Handb. d. mikroskopischen Anatomie d. Menschen 5. 
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Speicherorte, der Granula des Parenchyms, von mindestens 40°, ge- 
gentiber dem Organdurchschnitt, ein Mindergehalt von Stoffen der 


Natriumgruppe von etwa 25°). 


Zusammenfassung. 

Es wird an Analysen des Bindegewebes und Parenchyms der 
Leber gezeigt, daB Glykogen und die Mineralstoffe eine Verteilung 
zwischen den Geweben zeigen, wie sie nach der elektrischen Kenn- 
zeichnung des Organs zu erwarten ist. So ist ein CherschuB von Glyko- 
gen, Kalium, Magnesium, Gesamtphosphor im Parenchym, ein Uber- 
schuB der Stoffe der Kathodengruppe, des Natriums, Chlors, Caleiums 
im Bindegewebe zu finden. 








Untersuchungen iiber Atmung und Girung pathogener Bakterien. 


Ill. Mitteilung!: 


Uber Cytochrom und das sauerstoffiibertragende Ferment, sowie die Atmungs- 
hemmung der pathogenen Bakterien durch CO und HEN, 


Von 
Akiji Fujita und Takeshi Kodama. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 28. Juni 1954.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen von Warburg? sind zwei wichtige Fer 
mente der Atmung bekannt geworden, namlich das eisenhaltige sauerstoff- 
iibertragende Ferment und das eisenlose gelbe Ferment. Die Wirkung 
des ersten wird von CO und HCN gehemmt, wobei die CO-Hemmung 
durch Licht aufgehoben werden kann, wahrend die katalytische Wirkung 
des zweiten von den erwahnten Faktoren unabhangig ist. Die Wirkung 
des eisenhaltigen Enzyms hangt ferner mit Cytochrom innig zusammen. 
Obwohl die Sauerstoffatmung nicht ausschlieBlich durch die genannten 
Fermente allein katalysiert werden kann, so wird doch die Atmung 
wahrscheinlich zur Hauptsache bei den meisten Zellen durch eines der 
genannten Fermente bewirkt, weshalb auch der Grad der CO- und 
HCN-Hemmung einen ungefahren Mabstab der Teilnahme des eisen- 
haltigen Ferments bildet. Da die pathogenen Bakterien in  dieset 
Hinsicht wenig untersucht sind, haben wir viele davon geprift und 
zugleich die Cytochrombander spektroskopisch beobachtet und somit 
ein Bild iiber die Verschiedenheiten der Atmungsmechanismen bei 
den Bakterien erhalten. 


1. Cytochrom und sauerstoffiibertragendes Ferment. 
Cytochrom ist bei nichtpathogenen Bakterien seit Actin? vielfach 


untersucht worden. Bei pathogenen Bakterien ist uns nur die Unter- 
suchung von Yaoi und Tamiya* bekannt. Warburg u. a.® haben neuer- 


Vorlaufig schon am 15. Oktober 1933 beim Biochemischen Kongret} 
zu Nagoya vorgetragen. Dem Nippon Gakujutsu Shinkokai danken wir fii! 


die Unterstiitzung dieser Arbeit (1933). 2 Diese Zeitschr. 214, 64, 1929; 
Angew. Chem. 45, 1, 1932; diese Zeitschr. 266, 377, 1933. 3 Proc. Roy. 
Soc. 98, 312, 1925; Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 239, 1933. 4 Proc. Imp. 
Acad. 4, 436, 1928. ® Diese Zeitschr. 262, 237, 1933; 266, 1, 1933; 26s, 


1, 1934. 
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lings die Haminverbindung spektroskopisch bei Essigbakterien und 
\zotobacter gefunden, deren Verhalten gegen O,, CO und HCN mit 
lem sauerstoffiibertragenden Ferment von Warburg iibereinstimmt. 
Wir haben die Cytochrombander spektroskopisch bei vielen pathogenen 
Bakterien und zum Vergleich auch bei einigen nichtpathogenen Bak- 
terien systematisch untersucht und konnten die bisherigen Angaben 
iiber das Cytochrom der pathogenen Bakterien in einigen Punkten 
herichtigen und erweitern. 


Zum Versuch benutzten wir als Lichtquelle | meistens eine Osram- 
Punktlichtlampe (100 Watt) oder eine Osram-Metallfadenlampe — (bis 
1000 Watt). Das Licht wurde zur Absorption der Warmestrahlen mit 
CuSO,-Lésung (2°,, 4m) filtriert und mit einer Linse gesammelt. Dicht 
hinter der Bakteriensuspension oder Bakterienmasse, die zwischen Objekt- 
und Deckglas (bis 5mm dicke Schicht) gebracht wurde, kam die Spalte 
des Handspektroskops.  Fiir Untersuchungen der kurzwelligen Teile haben 
wir nach Warburg’ WKupfersulfat und Kupferoxyd-Ammoniaklésung bzw. 
Diamantfuchsinlédsung benutzt. Die erste blaue Lésung wurde manchmal 
vorteilhaft auch fiir die Untersuchung der Gegend von 590 mu, die zweite 
rote Lésung fiir die von 680 mu benutzt. Die Cytochrom- bzw. Ferment- 
bander werden im folgenden der Kiirze halber folgendermaBen bezeichnet. 


“a HOO 605, b JSS 567, c 547 HDS, d, 528 532, 
d, 518 522, a’ 5ST 595, a’ 625 635, b’ 552 563, 
di 527 532 mu. 


1 

Von 6 und ¢ ist immer die starkere Bande fettgedruckt. Alle von 

uns untersuchten Bakterien werden in folgende sechs Typen eingeteilt 
(vgl. Abb. 1 und Tabelle 1). 


I. abed,d, enthalt drei typische Cytochromkomponenten. — Je 
nach der relativen Dicke von 6 baw. ¢ wird in drei Gruppen eingeteilt, 
namlich: A. ¢ starker, B. 6 und ¢ gleich stark, C. 6 starker. Zu diesem 
Typus gehéren nur aerobe Bakterien. 

Il. ab’ d. Die b-Komponente ist nach der kurzwelligeren Seite ver- 
schoben bis ungefahr zur Mitte zwischen 6 und c¢, wie gew6hnliches 
Hamochromogen. Obwohl man die Dicke der Versuchsobjekte ver- 
minderte, war es nicht moéglich, b und ¢ getrennt zu sehen. Dazu gehoért 
die Staphvlococcengruppe. Die Bakterien, die verschmolzene 6- und 
c-Bander enthalten, deren Zusammensetzung aber deutlich zu erkennen 
ist, sind als be und nicht als 6’ bezeichnet (Abb. 1). 

Il. a’ bed, d,. Statt a findet man a’ in der Gegend von 590 mu. 
Je nach der relativen Dicke der c- baw. 6-Bande sind sie in A. und B. 
eingeteilt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB diese Gruppe zu LV. gehoren 
sollte, aber das a’’-Band ist zu schwach, um erkannt zu werden. 


! Diese Zeitschr. 233, 486, 1931, 
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IV. a’ a’ bed,d,. Auber den Bandern vom Typus III. findet 
man noch ein Band in der Gegend von 630 mu. Diesen Typus konnte1 
wir bei pathogenen Bakterien niemals finden. 


75:7; 65 @; 8 11 80 | 45 1 4 
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V.a’a'b'd. Viele fakultativ anaerobe Bakterien, namentlich 
meist pathogene Darmbazillen, gehéren zu dieser Gruppe!. 


' Im Gegensatz zum Befund von Yaot und Tamiya macht B. dysen- 


teriae Shiga keine Ausnahme. 
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et VI. Kein Cytochromband zu erkennen. 

1 Zu dieser Gruppe gehéren die fakultativ anaeroben Bakterien, 
die besonders auf Blutagarkultur gut gedeihen, wie Pneumococcen, 
streptococcen und Enterococcen, sowie alle obligat anaeroben Bak- 
terien. 

Tabelle I. 
Bakterienarten Nihrmedien Cytochrom Bemerkungen 
Gonococeus | Alle Bakterien des I. 
Meningoeoeeus | Blutagar Me Te re vt 
B. pertussis d denen die mit * be- 
\ B. subtilis ) gewohnliches ahe zeichneten auch an- 
A. B. prodigiosus* { Agar d. de aerob- einigermaben 
Backerhefe* 1 "2 wachsen kénnen. 
ackerhe ‘ 
(Fleischmann) ! PHN | ; 566, 
. 6 r : arabe P ) ob. 
Bierhefe* ( Yebisu) } (ae - 
x c a 598, b 562 je 
Ly pt B. tluorescens* =| gewohnliches abe \- nach ‘Kulturbedin- 
a B. pyocyaneus* { Agar d,d, | gung manehmal 
ws wie A 
B. tuberculosis Glycerin-Bouillon 
B. pseudodiphtheriae Blutagar 
B. diphtheriae* Blutagar in 
C. B. influenzae* »chocolate agar“ a i 
B. anthracis* eee ES 
Sarcina lutea _ ree “i. . 
Sarcina aurantiaca | — a = 598. 
f 
| Staphylococcus 
aureus* 
Staphylocoveus gewohnliches ‘ 
IL. Pe gewobnlich \ab'd | v= 558 
citreus Agar | 
Staphylococcus 
albus* | 
| Vibrio cholerae * 
,./)  Wasservibrio* | gewohnliches ahe 
: | | B. faecalis | Agar d, dy 
I. | alcaligenes 
} a’ = 588, be und d, do 
, hears Hefeextrakt- a’ bc \- versechmolzen, aber 
‘ Menhafe te | 2 verschmolzen, abe 
B | Bierhefe ( Yehisu) | agar‘ (anaerob) d, dy { die Zusammenset- 
i} o zung erkennbar. 
| ‘ ; 
Bacterium | Pepton-Bouillon- | be und d, do ver- 
| pasteurianum ! Alkohol-Hefe- schmolzen, Grenze 
| Bacterium aceti? extrakt-Agar | kaum zu erkennen. 
i Azotobacter a] 
IV. | — ehroocoecum 4 . . a ~ 1 =. 695 
mannithaltige cd, dy |" = 6385 
| Azotobacter ‘ ' (sehr schwach). 
beijerj Aryl synthetische ” — 639 (a und a’ 
vei jerinckii‘ ” Medien ® a” = one (a? und a 
| Azotobacter A 2 sehr schwach). 
| vinelandii * 
' bis 3 Wir danken Herrn Professor A. Tanaka', Professor T. Takahashi? und Dr. 
H. Tamiya verbindlichst fiir die Uberlassung der Bakterienstamme. 4 Vgl. Kubdowits u. 
Haas, diese Zeitschr. 255, 247, 1932. Statt Bierwiirze benutzten wir 2°/, Hefeextrakt 
J. A,B. 5. — 5 Vgl. Negelein u. Gerischer, ebenda 268, 1, 1934. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Bakterienarten Nahrmedien Cytochrom Bemerkungen 


B. typhosus 
B. paratyphosus A 
B. paratyphosus B 
B. abortus equi 
8. dysenteriae Shiga 
B. paradysenteriae 


Schmitz Alle Bakterien = des 


rewOohnliche ar Pa 
. B. parady senteriae gewohnliches : Sn V. Typus sind fak: 
Fle ¥ ye Y Agar bd, tativ anaerobe Kal 
" sascha terien. a” deutli 
B. dysenteriae erkennbar, 


Kruse-Sonne 
B. coli communis 
B. coli communior 
Lb. metacoli 
Lk. proteus vulgaris 


Streptococcus 
haemolyticus 
Streptococcus 
viridans 
Enterococcus 
haemolyticus 
Enterococcus 
viridans 
Pneumococecus — I 


Fakultativ anaerobs 
Bakterien 


VI. i Il Blutagar 0 Bei allen Bakterien des 
II VI. Typus war bis 

. 5 mm_ Dicke kei: 

I\ Band zu erkennen 


Diplocoecus viridans 
B. welchii! 
B. histolytieus! 
B. sarcophysematos Obligat anaerobe Bak 
bovis! terien. 
b. tatani! 
B. botulinus! 


1 Wir danken Herrn Dr. 8. Hosoya verbindlichst fiir die Uberlassung der Bakterienstamme 











Bei ungewaschenen Bakterien, die auf Blutagar geziichtet sind (Pneumo 
coccus, Streptococcus viridans, Enterococcus viridans), sieht man manchmal! 
spektroskopisch Hamoglobin- und Methamoglobinbander (in der Gegend 
von 630 und 560 mu), die leicht mit Cytochrom zu verwechseln sind. 
DaB es sich nicht um Cytochrombander handelt, wird leicht aus dem spektro 
skopischen Befund nach Zufuhr von O, bzw. nach Zusatz von Hydrosulfit 
erkannt. Durch Waschen verschwinden sie vollstandig, und selbst nach 
Substratzusatz erscheinen sie nicht wieder, was deutlich zeigt, daB sie von 
den Kulturmedien stammen!. 


Da wir niemals drei d-Bander gefunden haben, liegt es nahe an 
zunehmen, wie auch Shibata und Tamiya? meinen, daB das d-Band 
' Die von Yaoi und Tamiya beobachteten Cytochrombander vor 


Pneumococcus | und Streptococcus cerysiperatis beruhen wahrscheinlic! 
auf Fehlern dieser Art. * Acta phytochim. 7, 191, 1933, 
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us zwei $-Bandern von 6- und c-Komponenten, aber nicht von der 

Komponente besteht. Da die Dicke von 6d, und ¢ d, immer gleich 
ist, ist es ersichtlich, daB diese Banden von demselben Hamochromogen 
tammen. 

Die Hauptbander des Cytochroms, die Warburg! bei Bienen- 
muskeln gefunden hat, sind bei Bakterien nicht zu beobachten. Die 
meisten von ihnen, sowohl die aeroben als auch die anaeroben absorbieren 
unterhalb 500 my sehr bedeutend und zwar, abgesehen von pigment- 
fiihrenden Bakterien wie Staphylococcus und B. pyocyaneus, ab- 
sorbieren sie besonders stark zwischen 460 bis 490 mu. Da das gelbe 
Ferment von Warburg zwischen 435 bis 495 mu absorbiert, liegt es sehr 
nahe anzunehmen, daB das gelbe Ferment oder ahnliche Farbstoffe 
nicht nur in anaeroben Bakterien, sondern auch in den meisten Bakterien 
sehr verbreitet sind. Die quantitative Bestimmung iiberlassen’ wir 
spaiteren Untersuchungen. 

Hervorzuheben ist, da das a’-Band nur bei solchen Bakterien zu 
beobachten ist, bei denen das typische a-Band fehlt. Da die lang- 
welligere Grenze der a-Bande ziemlich scharf ist, wahrend sie auf der 
kurzwelligeren Seite bis gegen 590 my allmahlich abnimmt, ist es nicht 
méglich, das Vorhandensein von a’ auszuschlieBen, sondern es scheint 
vielmehr, daB das a’-Band von a verdeckt wird. Das a’-Band entspricht 
der Lage nach dem z-Band des sauerstoffiibertragenden Ferments, 
das von Warburg bei Essigbakterien gefunden wurde. Nach eigenen 
Beobachtungen (Abb. 2) verhalt sich das a’-Band etwas verschieden 
von anderen Cytochrombandern: bei O,-Zufuhr verschwindet es wie die 
Cytochrombander, aber bei Zufuhr von CO und HCN wird es etwas 
nach der langwelligeren Seite verschoben und scheint dabei etwas 
deutlicher zu werden (die kurzwelligere Grenze wird scharfer). Nach 
Zusatz von HCN und O,-Zufuhr verschwindet das Band aber nicht ®. 
Das durch O, zum Verschwinden gebrachte Band erscheint nach Zusatz 
von Hydrosulfit wieder. Das a’-Band, das zuerst von Yaot und Tamiya 
bei einigen Coliarten beobachtet und auf Methamoglobin bezogen wurde. 
haben neuerdings Negelein und Gerischer® bei Azotobacter und Keilin4 
bei B. coli communis beobachtet und dabei tiber die gleichen chemischen 
Eigenschaften desselben wie bei dem sauerstoffiibertragenden Ferment 
berichtet5. Chereinstimmend mit den Beobachtungen der letztgenannten 
Autoren wird dieses Band nach Zufuhr von O, bzw. CO nach der lang- 
welligeren Seite verschoben und verschwindet nach Zusatz von HCN 


' Diese Zeitschr. 233, 486, 1931: 288, 135, 1931. 2 Im Gegensatz 
zu Beobachtungen von Warburg bei Essigbakterien. 3 Diese Zeitschr. 
268, 1, 1934. 4 Nature 133, 290, 1934. 5 Wir berichteten iiber 


diesen Befund schon aut dem Biochemischen KongreB zu Nagoya vor 
dem Erscheinen der beiden Arbeiten. 
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und Zufuhr von O,. Nach Zusatz von Hydrosulfit kehrt das dure), 
QO, verschobene Band wieder zuriick. Das durch HCN und O, ver- 
schwundene Band erschien nach dem Waschen und N,-Zufuhr wieder 
an derselben Stelle. Merkwiirdigerweise verschwindet das a’’-Band 
nach Zusatz kleiner Mengen Ammoniumsulfid oder Hydrazinhydrat, 

aber nicht mit Hydro- 


B coli communis u. 8 proteus vulgaris 
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650 640 630 620 610 600 590 580 570 Sto 550 540 530 520 50 500 bei B. coli communis. 
Abb. 2. Bei Azotobacter wurde 
von Negelein nur ein 
Fermentband bei 630 mu gefunden, wir konnten jedoch auch _ bei 
590 mu ein ahnliches Band finden!. Wir nehmen deshalb an, dali 
die Atmungsmechanismen bei B. pasteurianum und bei Azotobacter 
die gleichen sind. 
Die Cytochrombander wechselten bei den pathogenen Bakterien 
kaum mit den Kulturbedingungen, wahrend Bierhefe (Unterhefe 


! Ubereinstimmend mit dem Befund von Keilin. 
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Yebisu) deutliche Unterschiede zeigte. Von der Brauerei gebrachte 
Unterhefe zeigte Cytochrombainder wie Typus III (a 6’d). 6 und ¢ 
waren verschmolzen. Nach aerober Kultur auf Agarschrage mit Hefe- 
extrakt zeigte die Reinkultur typische Bander vom Typus I (a 6 ¢ d, d,). 
Nach anaerober Ziichtung durch mehrere Generationen auf Agar- 
schrage (einmalige Kultur zeigte keine Anderung) verschwand das 
a-Band und statt dessen erscheint das a’-Band, und die Bander bc 
baw. d, d, waren verschmolzen, analog dem Befund von Fink!. Wegen 
der Absorptionsunterschiede konnten wir aber deutlich die 6- und 
c-Komponente unterscheiden (Abb. 1). 


2. Hemmung durch HCN, 


Die Bakteriensuspension wurde wie bei der vorangehenden Mitteilung? 
hergestellt. Die HCN-Lésung wurde durch Neutralisation einer frisch 
bereiteten KCN-Lésung mit HCl hergestellt. Die Hemmung war immer 
reversibel. Bei gasproduzierenden Bakterien, wie B. coli communis, ist 
die Atmungshemmung durch HCN sehr ausgepragt, und da der Hemmungs- 
grad ohne Korrektion der Gasproduktion von demjenigen der nichtgas- 
produzierenden gleichartigen Darmbakterien kaum verschieden ist, wurde 
nicht korrigiert (in der Tabelle II mit ~ bezeichnet). Die empfindlichen 
Bakterien, deren Atmung in NaCl-Phosphatlésung mit der Zeit bedeutend 
abnimmt, erhielten zu der Lésung eine geeignete Menge Bouillon (20 bis 
50 Vol.-°,) zugesetzt (in Tabelle II mit * bezeichnet). Wegen der bedeutenden 
Abnahme der Atmung mit der Zeit kann die Atmungsmessung nicht sehr 
exakt sein (in Tabelle Il mit ~ bezeichnet). Das gleiche gilt auch bei CO- 
Hemmung. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle II zusammengestellt. 
Eine Hemmung von weniger als 4°, ist mit ~ O ausgedriickt, da sie den 
Versuchsfehler kaum iibersteigt. 


3. Hemmung dureh CO. 


Zum Versuch wurde ein Gasgemisch von 5 Vol.-% O, + 95 Vol.-% CO 
baw. 5 Vol.-% O, + 95 Vol.-°4 N, benutzt. Bei den meisten Bakterien 
wurde dasselbe VersuchsgefaB nacheinander mit je einem der beiden Gas- 
gemische gefiillt. Bei denjenigen Bakterien, deren Atmung mit der Zeit 
bedeutend abnimmt, wurde die Atmungshemmung dureh CO mit einem 
gleichzeitig angesetzten Versuch ohne CO verglichen. Die Versuchsergebnisse 
sind in Tabelle II zusammengestellt. Die Zahlen der Tabelle Il bedeuten 
die Hemmungswerte im Dunkelzimmer (die eingeklammerten Zahlen sind 
die Werte im Zimmer unter diffusem Licht). 

Um den Einflu8 des Lichtes auf die CO-Hemmung zu priifen, wurde 
das GefaB mit Bakterien im Thermostaten im Abstand von 9em mit der 
100-Watt-Metallfadenlampe bestrahlt. Die Lichtwirkung wurde durch 
die Atmungszunahme in Prozenten nach der Bestrahlung gegeniiber der 
Atmung vor der Bestrahlung ausgedriickt. Ein Beispiel ist in Abb. 3 ge- 
zeigt. Die Versuchsergebnisse befinden sich zusammengestellt in Tabelle II. 


Wie ersichtlich, sind die Atmungshemmung durch CO und die 
Lichtwirkung auf die durch CO gehemmte Atmung im groBen und ganzen 

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 197, 1932. 2 Diese Zeitschr. 271, 
185, 1934. 
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Tabelle II. in 
Licht- m 
—t, Hemmung durch — wirkung ve] 
ites sur! CO (06%, CO) | aafCO- | Crtcchron 
Bakterienart (10-3 n) demmeng Cytochron Na 
0 0 0 
0 0 0 F 
- a9 kK 
Gonocoenus™ 5. 6 a KS 78 ~ 67 (49) ~ 48 
Meningococcus*. . . 78 ~ 66 (~ 56) ~ 3l | 
B. pertussis Bordet- Gengou* 95 ~ 67 (~ 58) ~ Bl abed, ad, 
B. pyocyaneus ... . ‘ 49 ~ 5 2 
B. prodigiosus . .... . 35 0 0 = 
B. aitlgensse. 6. 5... 82 67 (~ 66) 35 
B, diphtheriae... 4%... 20 2 3 | ita 
B. pseudodiphtheriae . . . 10 18 14 ty em dy Go 
B. anthracis ....... 61 51 (31) 30 B. 
Staphylococcus aureus. . . 71 59 (38) 19 | B. 
Staphylococcus citreus. . . 69 45 (32) 22 a b' d' = 
Staphylococcus albus . . . 92 51 (35) 35 
Vibrio cholerae. . .... 77 57 (47) 27 a'bed,d, B. 
B. typhosus ...... 95 66 (51) 38 4 
B. paratyphosus A ~ 91 ~ 65 (~ 51) ~ 31 B. 
B. paratyphosus B ~ 92 ~ 65 (~ 55) ~~ 30 B. 
B. dysenteriae Shiga . . . 94 65 (51) 34 M 
B. paradysenteriae Schmitz . 91 64 (53) 34 a’ a’ b'd, B 
Bb. paradysenteriae Flearner- Y 87 63 (55) 31 Vil 
B. dysenteriae Kruse-Sonne . 96 65 (47) 34 B. 
B. coli communis. .... ~ 91 ~ 57 (~ 52) ~ 21 B. 
B. proteus vulgaris . . . . 68 34 (21) 3 B. 
Streptococcus haemolyticus . 0 ~ 7 —_ B. 
Streptococcus viridans. . . 0 ~ 7 _ B. 
Pneumococeus I* . . . . . ~ 0 ~ 0 _ Sa: 
Pneumococcus II*. . . . ~ 0 0 _ 
Pneumococcus III* . . . . | 0 ~ 0 — 0 
Diplococcus viridans ...| [—44] ~ 8 — 
B.welchii*......../ ~ 0 |~ 0 — dr 
B. histolytious* . .....5. 3 ~ 0 ~ 0 _ 
B tetani. ...... . . || fast keine — — 
Atmung H 
. elec (0, 
100 parallel. Nur bei B. proteus vulgaris ist die a 
90 Lichtwirkung trotz bedeutender CO- a 
80} Hemmung sehr klein. Cook und Harden ly. 
70; haben bei B. coli communis das gleiche sat 
60; Verhalten beobachtet, aber bei unseren pi 
ine ; ; | 
50} Stimmen war die kichtwirkung nicht so 
40, klein, obwohl einigermaBen kleiner als bei 
30} tA KK ——t den iibrigen Darmbakterien 
20} —f— A" | — Nach der Theorie von Warburg? be- ; 
” ro a Tae ah Se leas be ruht die Atmungshemmung durch CO 2 
4. ve 
Uae ean ee 1 Biochem. J. 25, 880, 1931. — * Dies: sii 


Abb. 3. B.typhosus. Pro Getas: Zeitschr. 189, 354, 1927; 202, 202, 1925: 
3,61 emm bei 38°. 214, 64, 1929. 
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ind die Aufhebung derselben durch Licht darauf, daB das Hamin- 
cisen des sauerstoffiibertragenden Ferments der Atmung mit CO 
verbunden wird und dann diese Verbindung durch Licht dissoziiert. 
Nach dieser Theorie berechnet, bekommt man die Verteilungskonstante 





n 
K , PCO Wie in Tabelle III. 
l—n po. 
Tabelle III. 

Bakterienarten Nn, Na K,, K, 
SR Ee eee 0,471 0,317 16,9 8,8 
Pu UEMED ce oe gargs oe, 0,448 0,325 15,4 9,2 
Di Se ON i SA 0,444 0,328 15,2 9,3 
Staphylococcus albus... .... . 0,653 0,483 35,8 17,7 

e ET. oop he ees 0,668 0,552 38,2 23,4 

. a 0,489 0,417 18,2 13,6 
B. dysenteriae Shiga ....... 0,476 0,350 172 |} 102 
B. paradysenteriae Schmitz . .. . 0,484 0,359 17,8 10,6 
B. paradysenteriae Flexner-Y . . . 0,485 0,370 17.9 11,2 
B. dysenteriae Kruse-Sonne . . . . 0,474 0,354 17,1 | 10,4 
B. pertussis Bordet-Gengou . . . . 0,421 0,320 13,8 8,9 
Meningococcus. ......... 0,427 0,325 14,2 9,2 
ROR gs ee we ass 0,637 0,488 33,3 18,1 
Viewwp euomrag” 6 0,555 0,434 23,7 14,6 
a er ie 0,990 0,960 [1880] [456] 
B. pseudodiphtheriae . .. ... . 0,901 0,790 { 173} [71,5] 
B. proteus vulgaris. ....... 0,682 0,642 40,7 34,0 
a ae ae ea as 0,926 0,885 [ 238] [146] 
B. prodigious... ......./| 0,991 0.953 | [2090] [385] 
SE gk es we a ee 0,994 0,983 {3150} [1100] 


n = Atmungsrest, 1 — n -= Atmungshemmung, Pog bzw. po, = Gas- 
druck von CO bzw. O,, A = hell, d = dunkel. 


Wie ersichtlich, sind die Werte von K, ungefahr gleich wie bei 
Hefe (5 bis 9), aber sehr verschieden von dem Wert bei Hamoglobin 
(0,01). Die eingeklammerten Zahlen sind unwahrscheinlich groB. Es 
ist daher deutlich, daB die Atmung bei solchen Bakterien hauptsachlich 
nicht durch das sauerstoffiibertragende Ferment von Warburg kata- 
lysiert wird, sondern von anderen Atmungsmechanismen abhangig 
ist, wie z. B. von Zwischenakzeptoren. Merkwiirdigerweise bilden meist 
pigmenttragende Bakterien die Ausnahme. 


4. Diskussion. 

Wenn man Tabelle II betrachtet, so ist hervorzuheben, daB die- 
jenigen fakultativ anaeroben Bakterien, die in bluthaltigem Medium 
besonders gut wachsen, wie Streptococcen, Pneumococcen sowie die 
simtlichen obligat anaeroben Bakterien, kein spektroskopisch nach- 

13* 
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weisbares Cytochrom haben und ihre Sauerstoffatmung kaum durc}; 
CO bzw. HCN gehemmt wird. Bei diesen Bakterien wird augenscheinlic); 
die Sauerstoffatmung nicht durch das eisenhaltige Ferment katalysiert 
Dab sie mit dem gelben Ferment von Warburg oder einer ahnlichen 
Substanz zusammenhangt, ist nach dem spektroskopischen Befund 
sehr wahrscheinlich, obwohl noch nicht entschieden. Von anderen 
Bakterien werden diejenigen, deren Atmung durch HCN stark gehemmt 
wird, auch durch CO stark gehemmt, und diese Hemmung wird durch 
Licht bedeutend vermindert. Besonders ausgepragt ist die Hemmung 
bei simtlichen Darmbakterien, bei denen man spektroskopisch zwei Ab- 
sorptionsbander beobachtet, die die Eigenschaften des sauerstoff- 
iibertragenden Ferments zeigen. Kleine Atmungshemmung durch 
HCN fanden wir bei pigmenthaltigen Bakterien wie B. diphtheriae, 
B. pseudodiphtheriae, B.pyocyaneus und _ B. prodigiosus, die auch 
eine kleine Hemmung durch CO und Aufhebung derselben durch Licht 
zeigten. Dadurch erkennt man, daB bei der Atmung derartiger Bakterien 
das eisenhaltige Ferment keine groBe Rolle spielt und wahrscheinlich 
das Pigment irgendwie mit der Atmung zusammenhiangt. Bei B. proteus 
vulgaris ist Hemmung durch HCN und CO nachweisbar, aber die 
CO-Hemmung wird wenig durch Licht beeinfluBt. Der Atmungs- 
mechanismus dieser Bakterien ist daher vielleicht etwas verschieden 
von den anderen. Im groBen und ganzen beruht die Atmung bei gram- 
negativen Bakterien hauptsachlich auf Eisenkatalyse, wahrend dies 
bei grampositiven nicht der Fall ist. Dies ist aber nicht streng giiltig. 
denn es gibt besonders bei pigmenthaltigen Bakterien Ausnahmen. 

In bezug auf Cytochrombander konnten wir die Bakterien in sechs 
Typen einteilen. AuBer denjenigen mit drei typischen Bandern, gibt 
es solche mit verschmolzenen b- und c-Bandern, oder solche, deren 
b-Band zu der Stelle zwischen den 6- und c-Bandern verschoben ist (b’). 
Im‘allgemeinen gehéren diejenigen mit deutlichem 6- und c-Band zu 
aeroben Bakterien, darunter gibt es aber auch solche, die anaerob 
einigermaBen wachsen kénnen. Die Bakterien mit verschobenem 
b-Band gehéren zu den fakultativ anaeroben Mikroben oder zu den 
aeroben Bakterien, die aber wie Staphylococcen anaerob auch ziemlich 
gut wachsen kénnen, wenn auch schwacher als aerob. Es gibt viele, 
denen das a-Band fehlt, bei ihnen sieht man immer das a’-Band, und 
auBerdem manchmal das a’’-Band. Die zum a’- und a’’- Band gehérenden 
Pigmente haben andere chemische Eigenschaften als die tibrigen Cyto- 
chrombander, sie sind autoxydabel und verbinden sich mit HCN und 
CQO. Beide Bander konnten wir sowohl bei Essigbakterien wie be! 
Azotobacter nachweisen. Bei Vibrio konnten wir nur das a’- aber nicht 
das a’’-Band beobachten, es ist aber nicht méglich, das Vorhandensein 
des a’’-Bandes sicher auszuschlieBen. Bei Bakterien mit typischem 
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« Band ist das a’-Band nicht zu finden, aber nach dem spektroskopischen 
Befund scheint das a’-Band nicht zu fehlen, sondern vom a-Band 
verdeckt zu werden. Es liegt darum naher anzunehmen, dab bei der 
\tmung der Bakterien mit Cytochrombandern die verschiedenen 
Haminverbindungen nach dem Schema von Kettenreaktionen zu- 
sammenwirken. 

5. Zusammenfassung. 


1. Von vielen pathogenen Bakterien wird die Atmungshemmung 
durch HCN und CO und die Aufhebung der CO-Hemmung durch 
Licht gemessen, und diejenigen Bakterien, deren Sauerstoffatmung 
durch Eisen katalysiert wird, sind von denen, deren Atmung nicht 
durch Eisen katalysiert wird, unterschieden worden. 

2. Die Bakterien konnten nach Cytochromtypen in sechs Arten 
eingeteilt. werden. Von Bandern, die chemisch dem sauerstoffiiber- 
tragenden Ferment der Atmung von Warburg entsprechen, sind zwei 
vorhanden. Beide sind in vielen Bakterien beobachtet worden. Die 
Atmungsmechanismen der cytochromtragenden Bakterien folgen wahr- 
scheinlich dem gleichen Schema. 











Untersuchungen iiber Glykoside 
und Disaccharide spaltende Enzyme von Schimmelpilzen. 
Von 
Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1934.) 


Wahrend tiber die Glykoside und Disaccharide spaltenden Enzyme 
der Bakterien, wie jiingst dargetan wurde!, bis dahin noch wenig be- 
kannt war, liegen tiber entsprechende Fermente der Schimmelpilze 
zahlreiche Angaben in der Literatur vor. Emil Fischer, E. Bourquelot 
und H. Hérissey, C. Neuberg, H. Pringsheim sowie neuerdings R. Weiden- 
hagen, W.Grassmann u.a. haben sich mit diesen Fragen beschaftigt. 
Infolge der Existenz zahlreicher Arten und Varianten von Schimmel- 
pilzen bilden die Enzyme derselben fiir Probleme der Fermentspezifitat 
und der Fermentbildung auch heute noch einergiebiges Feld der Forschung. 


Emil Fischer? hatte gezeigt, da Emulsin sowohl Amygdalin 
und $-Methyl-glucosid als Lactose zerlegt, und hatte beide Hydrolysen- 
formen auf ein einziges Ferment zuriickgefiihrt. 2. Bourquelot und 
H. Hérissey® erbrachten dann den Beweis fiir die Spezifitat der Lactase 
dadurch, daB mit dem von ihnen dargestellten Fermentpraparat aus 
Aspergillus niger lediglich f-Glucoside, nicht aber Milchzucker an- 
gegriffen wurde. CC. Neuberg und O. Rosenthal* haben gefunden, dab 
mit dem aus Aspergillus oryzae bereiteten Enzympraparate beide Sub- 
strate gespalten werden. Ferner habe ich unlangst nachgewiesen®, 
daB auch durch Aspergillus niger bzw. durch das aus dem Pilz gewonnene 
Alkohol-Ather-Trockenpraparat sowohl £-Phenol-glucosid und Salicin 
als auch /-Phenol-galaktosid zerlegt werden. Diese Leistungen sind 
aber nicht einem einzigen Ferment, sondern zwei besonderen 
spezifischen Enzymen zuzuschreiben, wie sich durch einen Vergleich 
von verschiedenen Trockenpraparaten des Aspergillus niger ergab. 
Die hierzu verwendeten Mycelien wurden auf ungleichen Substraten 
geziichtet. Wird der Schimmelpilz auf Lactose kultiviert, so verhalt 
sich bei Versuchen mit dem daraus erhaltenen Fermentpraparat dic 
Glucosidase- zur Galaktosidase-wirkung wie 1:1. Bei Ziichtung des 
Erregers auf Rohrzucker verhalten sich beide Enzymreaktionen wie 


' BE. Hofmann, diese Zeitschr. 272, 133, 1934. 2 E. Fischer, H. 26, 
60, 1898. — *° HE. Bourquelot u. H. Hérissey, C. r. 187, 56, 1903. 
* C. Neuberg u. O. Rosenthal, diese Zeitschr. 148, 399, 1923; 145, 186, 1924; 
1. Hatano, ebenda 151, 501, 1924. — 4 BE. Hofmann, Naturwiss. 22, 406, 1934 
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1:0,7, bei Ziichtung auf Salicin wie 1:0,3 und bei Ziichtung auf 
Lactoseureid wie 1:0,2. Bei Kultivierung auf Maltose ist praktisch 
iiberhaupt nur Zerlegung von Glucosid nachweisbar. Vergleicht man 
den Effekt des Oryzae-enzyms auf /-Phenol-glusocid und /-Phenol- 
galaktosid, so verhalten sich die Wirksamkeiten der beiden Agenzien 
wie 1: 1,6. 

Schon friiher ist wiederholt festgestellt worden, daB die fermentative 
Hydrolyse der Disaccharide und Glykoside durch Zusatz von ver- 
schiedenen Zuckern und auch anderen Substanzen beeinfluBt wird. 
Nach H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und FE. Horton! wird z. B. die 
Inversion des Milchzuckers durch Emulsin auf Zusatz von Glucose 
gehemmt. Die Spaltung der Lactose durch die Fermente der Milchzucker- 
hefen wird jedoch nicht durch zugefiigte Glucose, sondern durch Ga- 
laktose gehemmt. Aus diesem Grunde unterschied man in der Literatur 
seitdem eine Gluco-lactase im Emulsin von einer Galakto-lactase in 
den Milchzuckerhefen. Diese Beobachtungen an der Lactase des Emul- 
sins und der Milchzuckerhefen konnten im hiesigen Institut? vor einiger 
Zeit bestatigt werden. Zugleich wurde dargetan, daB bei der Hydrolyse 
des Lactose-ureids durch Emulsin nicht nur Glucose, sondern noch 
viel mehr Galaktose eine verzégernde Wirkung entfaltet. 


Wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, wird die Hydrolyse 
von Lactose und Lactose-ureid durch das Enzym von Aspergillus 
oryzae nur von Galaktose, nicht aber von Glucose beeintrachtigt. 
Die Lactase von Aspergillus oryzae gleicht also in dieser Hinsicht nicht 
dem Emulsin, sondern dem Ferment der Milchzuckerhefen. K. Joseph- 
son® u. a. haben mitgeteilt, daB die Hydrolyse von f-Glucosiden (Salicin, 
Arbutin, Helicin und f-Methylglucosid) mittels Emulsin durch Zugabe 
von Glucose stark, durch Zusatz von Galaktose nur wenig beeinfluBt 
wird. Die Zerlegung von Salicin (f-Saligenin-d-glucosid) durch Oryzae- 
enzym und Fermentpraparat aus Aspergillus niger wird durch zugefiigte 
Glucose sehr stark, durch Galaktose kaum alteriert. 

Die Ablésung eines Monosaccharid-restes aus der Raffinose erfolgt 
entsprechend der Struktur dieses Trisaccharids durch zwei Fermente. 
Das eine sprengt, wie C. Neuberg* gefunden hat, die Galaktose-Glucose- 
bindung, wodurch Rohrzucker und Galaktose entstehen; das andere, 
das nach R. Kuhn® mit der Saccharase identisch ist, hebt die Glucose- 
Fructose-bindung des Zuckers unter Bildung von Fructose und Melibiose 
auf (Bau, Loiseau). 


1 H.E. Armstrong, E.F. Armstrong u. E. Horton, Proc. Roy. Soe. 


London [Ser. B] 80, 321, 1908. — * #. Hofmann, diese Zeitschr. 256, 
462, 1932. — * K.Josephson, H. 147, 1, 1925. — 4 C. Newberg, diese 


Zeitschr. 3, 519, 1907. 5 R. Kuhn, H. 125, 28, 1923. 
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Vor einigen Jahren hat H. Amelung! angegeben, daB durch einen auf 
anorganischer Nahrflissigkeit unter Zusatz von 10 % Raffinose geziich 
teten Stamm von Aspergillus niger (Asp. n. japonicus) aus dem Trisaccharid 
nur Fructose abgespalten und verwertet wird, Melibiose jedoch quanti- 
tativ in der Lésung zuriickbleibt. Der Autor hat daraus geschlossen, 
daB der Pilz keine Melibiase enthalt; er fand dementsprechend, daB de1 
betreffende Stamm auf der gleichen anorganischen Nahrsalzlésung 
bei Gegenwart von Melibiose sich nicht zu entwickeln vermochte. 
Da ein Fermentpraparat aus einem im Institut seit Jahren vor 
handenen Stamm von Aspergillus niger nicht allein Raffinose, 
sondern auch Melibiose angriff, haben wir damit die Versuche von 
Amelung nachgepriift. Bei Verwendung der von ihm benutzten Nahr- 
salzlésung konnten wir seine Versuche bestiatigen. Der Pilz zeigte 
sehr gutes Wachstum; die Drehung der Nahrlésung nahm rasch ab 
und verharrte auf einem Wert, der genau der aus dem angewandten 
Trisaccharid erhaltlichen Menge Melibiose entsprach; dann hérte auch 
das Wachstum des Pilzes auf. Der Versuch wurde nun unterbrochen 
und das Mycel zu einem Alkohol-Ather-Trockenpraparat verarbeitet : 
mit diesem Fermentmaterial wurde in der Tat Hydrolyse von Raffinose, 
aber nicht von Melibiose erzielt. 

Bei einem zweiten Versuch ist an Stelle der anorganischen Nahr- 
salzlésung Amelungs die zur Ziichtung von Schimmelpilzen vielfach 
empfohlene Nahrlésung nach Raulin benutzt worden. Letztere enthilt 
bekanntlich Zink, welches nach VM. Javillier und H. Tschernorutzky* 
die Fermentbildung bei Aspergillus niger besonders begiinstigt. Das 
Resultat war in diesem Falle ein anderes. Nachdem die Drehung voriiber- 
gehend auf den der Melibiose zukommenden Wert gesunken war, blie) 
sie nicht konstant, sondern verringerte sich weiterhin rasch. Bei einem 
Ansatz, der nur 2°, Raffinose enthielt, war nach einiger Zeit kein 
Drehungsvermégen mehr wahrzunehmen und in der Lésung keine 
reduzierende Substanz mehr nachzuweisen. Bei einem zweiten Versuch 
mit 5°, Raffinose wurde das Mycel abgehoben und in ein Trocken- 
praparat ve. wandelt, sobald die Drehung der Nahrlésung anzeigte, 
da®B keine Fructose mehr vorhanden war und der Pilz bereits Melibiose 
verbrauchte. Mit diesem Fermentmaterial wurde Hydrolyse von Raffi- 
nose, in maBigem Umfange aber auch von Melibiose beobachtet. 

Das Alkohol-Ather-Trockenpraparat von Aspergillus niger fiihrte 
bei Ziichtung des Erregers auf Rohrzucker in Nahrlésung nach Raulin 
oder Amelung enzymatische Hydrolyse von Raffinose wie von Melibiose 
herbei. 


' H. Amelung, H. 167, 171, 1930. 2M. Javillier u. H. Tscherno 
rutzky, Ann. Inst. Pasteur 27, 440, 1913. 
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Experimenteller Teil. 


1. Vergleich der Spaltungen von #-Glykosiden durch Fermentprdparate aus 
Aspergillus niger und Aspergillus oryzae. 


Aspergillus niger wurde auf sterilisierter und mit 5°, Rohrzucker 
bzw. Maltose, Salicin, Lactose oder Lactose-ureid versetzter Nahr- 
losung nach Raulin  geziichtet. Die dabei gewonnenen und = gut 
gewaschenen Mycelien wurden nach den Angaben von H. Pringsheim 
und D. Kriiger' in ein Alkohol-Ather-Trockenpraparat verwandelt. Ein 
weiteres Priaiparat wurde aus Mycel dargestellt, das auf Bierwiirze 
gewachsen war. 


Zum Vergleich wurden mit jedem Fermentpraparat je drei Versuche 
angesetzt, die in 5ccm m/10 Acetat-pufferlésung von py 4,7 je 50mg 
Ferment enthielten. Ein Ansatz aus jeder Versuchsreihe wurde mit 50 mg 
Salicin, ein zweiter mit 50 mg /-Phenol-d-galaktosid versetzt. Ein dritter 
Ansatz enthielt nur Ferment. Aus den mit 2 Tropfen Toluol  ver- 
setzten und bei 37° aufbewahrten Versuchen wurden nach 24 Stunden 
Proben von je 3cem entnommen und die frei gewordenen Zucker nach 
Fehling bestimmt. 


1. Versuche mit Fermentpraparaten aus Aspergillus niger, der 


auf verschiedenen Substraten gewachsen war. 





Aspergillus ee a mg Cu eR ng Spaltung 
niger penta Amt aus 3cem 7 rr — in 9/9 nach 
gewachsen auf nach 24 Std. : oT 24 Std. 
Lactose kein Substrat 2.5 — - 

" Salicin 34,0 15,6 mg Glucose 76,4 

‘. 8-Phenol-galaktosid 39,4 17,9 mg Galaktose 77,4 
Rohrzucker kein Substrat 0.6 = — 
e Salicin 31,2 15,1 mg Glucose 74,1 
8-Phenol-galaktosid 22,9 11,6 mg Galaktose 50,1 

Lactose-ureid kein Substrat 0,9 — a 
a Salicin 38,7 18,8 mg Glucose 92.4 

a B-Phenol-galaktosid 9.9 4,7 mg Galaktose 20,3 
Salicin kein Substrat 1.9 — — 

i Salicin 35,1 16,5 mg Glucose 80.9 

* 8-Phenol-galaktosid 12,1 5,2 mg Galaktose 22.6 
Maltose kein Substrat * 5,7 — _ 

" Salicin* 38,1 16mg Glucose 87,4 

‘ 8-Phenol-galaktosid * 5,6 0,0 mg Galaktose 0,0 
Bierwirze kein Substrat* 2.4 -- - 

Ps Salicin* 12,1 4,6 22,5 

S 8-Phenol-galaktosid * 2.5 0,0 0,0 


* Neben 100mg Ferment. 


1 H. Pringsheim u. D. Kriiger in G. Kleins Handb. d. Pflanzenanalyse 
2, 841, Wien 1932. 
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2. Versuche mit Enzym aus Aspergillus oryzae. 





Substrat neben |mg Cu in 3cem Zucker aus 3 ecm Spaltung in © 
50mg Ferment nach 2 Std. nach 2 Std. nach 2 Std. 


Ansatz 
kein Substrat 9,5 — a 

Salicin 21,0 5,5 mg Glucose 27,0 
8-Phenol-galaktosid 28,9 10mg Galaktose 43,2 


Setzt man die durch die Fermentpraparate erzielte Glucosidspaltuny 

1 und vergleicht sie mit der unter identischen Bedingungen und mit dem 

gleichen Fermentpréparat erzielten Wirkung auf das Galaktosid, so ver 
halten sich 





Bei Ziichtung Glucosidase- : Galak- Bei Ziichtung Glucosidase- : Galak- 
des Pilzes auf tosidasewirkung wie des Pilzes auf tosidasewirkung wie 


ee : Lactose-ureid . 1:0,2 
Saccharose .. . =, Maltose .... 1:0,0 
Pes a :0,é Bierwiirze . . . 1:0,0 


Bei Verwendung von Oryzae-ferment ist das Verhaltnis 1: 1,6. 


B. Hemmung der Fermente aus Aspergillus niger und Aspergillus oryzae durch 
verschiedene Zucker. 


Fiir die folgenden Versuche wurden die auf ihre Hemmungswirkung 
zu priifenden Zucker (Glucose und Galaktose) als 10° ige Lésungen hinzu- 
gefiigt, die keine Mutarotation mehr aufwiesen. Die Ansatze selbst sind 
bei Gegenwart von 1%, Toluol und bei 37° digeriert worden; das px der 
Lésung war durch Acetatpufferlésung auf 4,7 eingestellt. Die Ferment- 
wirkung ergab sich aus den Drehungsaénderungen, die an filtrierten Proben 
von 3cem + leem n Sodalésung beobachtet wurden. 


1. Hemmung der #-Galaktosidase und Lactase 
von Asp. oryzae. 


Die Ansatze enthielten in 20cem Gesamtvolumen je 1 ccm einer 
5 %oigen, klar filtrierten Lésung von Taka-diastase (Sankyo), die Versuche 2 
bis 5 auBerdem 10 cem einer 5° igen Lésung von Lactose-ureid als Substrat. 
Bei Ansatz 3 wurden 4cem 10% iger Glucose-lésung zugegeben, bei Ansatz 4 
ebenso 4 cem 10° ,iger Galaktose-lé6sung, bei Ansatz 5 dagegen 0,4 g Glucose 
ureid. 





Drehungsinderung 
nach 

“ee 48 1 24 48 

Std. | Std.' Std. | Std 


a im 1-dm-Robr nach Spaltung nach 


Zusatz 





| 24 
OStd. 7Std. | 24Std. | 48Std. 7Std.) stag. 


1 Kein Zusatz -0,03° -0,02° +0,01° +0,01° 0,01° 0,04°| 0,049; — | — - 
2 = a +0,03 +0,08 +014 +023 0,05 0,11 0,20 | 8,7 | 15,1 34,8 
é Glucose +0,77 +0,75 +0,98 0,04 012 0,21 || 65 17,2) 36,8 
Galaktose +1,17 |+1,18 + +1,24 0,01 |0,05 0,07 }0,0; 22 65 
Glucose-ureid -0,31 -0,28 ; -O.11 0,038 012 020 43 17,5 345 
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Fiir die folgenden Versuche diente als Substrat eine 10°,ige Lactose- 
josung, die keine Mutarotation zeigte. 


Ansatz 1: 4cem Fermentlésung + 3eccem Pufferlésung'! + 8 eem H,O. 
2:4 ,, Fermentlésung + 5cem Lactoselésung + 3cem_ Puffer- 
losung + 3cem H,O. 
Fermentlésung -+ 5cem Lactoselésung + 3cem Puffer- 
losung + 3ccem Glucoselésung. 
Fermentlésung + 5ecem Lactoselésung + 3cem  Puffer- 
lésung + 3cem Galaktosel6sung. 





a im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach Spaltung in °/) nach 


Versuch 


0 Std. 26 Std 46 Std. 26 Std. 46 Std. 26 Std. 46 Std. 


— (),04° 0,099 + 0,04° 004° 0,08° — 
+1,24 +140  +41,48 0,16 0,24 30,8 
205 +220 + 2,28 0,15 0,23 28,2 
+ 2.45 + 2,50 + 2.56 0,05 O11 2.6 
Die Wirkungen von /}-Galaktosidase und Lactase aus Asp. oryzae 
werden also nur durch Galaktose, nicht aber durch Glucose und Glucose- 
ureid beeinfluBt. 


2. Hemmung von /-Glucosidase des Asp. oryzae. 

Als Fermentlésung fiir die folgenden Versuche diente die unter 1. be- 
schriebene 5°,ige Lésung von Taka-diastase, als Substrat eine 5°, ige 
Lésung von Salicin (#-Saligenin-d-glucosid). 

Ansatz 1: leem Fermentlésung + 9cem Pufferlésung + 10 cem H,O. 

2: 1 ,, Fermentlésung + 8cem_ Salicinlésung + 7cem  Puffer- 
lésung + 4cem H,O. 
Fermentlésung + 8cem_ Salicinlésung + 7 cem  Puffer- 
lésung + 4cem Glucoselésung. 
Fermentlé6sung + 8 cem Salicinlésung 7 cem Puffer- 
lésung + 4cem Galaktoselésung. 
Fermentlésung + 8 cem Salicinlésung + 7 cem Puffer- 
lésung + 4cem H,O + 0,4 g¢ Glucose-ureid. 





a im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach Spaltung in °/) nach 


0 Std. 7 Std. 21 Std. 7 Std. 21 Std. 7 Std. 21 Std 
— 0,039 —0,01° 0,00° 0,02° 0,03° 

— 0,95 - 0,75 — 0,28 0,20 0,67 

— 0,22 — 0,10 + 0,15 0,12 0,37 

+ 0,20 + 0,40 + 0,85 0,20 0,65 

— 1,25 — 1,02 — 0,55 0,23 0,70 


Die /-Glucosidase des Asp. oryzae wird nur von zugefiigter Glucose, 
nicht aber von Galaktose und Glucose-ureid gehemmt. 


1 In allen Fallen, in denen nichts anderes gegeben ist, m/5 Acetat- 
pufferlésung vom py = 4,7 (vgl. die folgenden Seiten). 
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3. Hemmung der /}-Glucosidase von Aspergillus niger. 


Das Fermentmaterial war ein Alkohol-Ather-Trocken-praparat aus 
Aspergillus niger, der auf Rauwlinscher Nahrlésung mit 5° Rohrzucker 
geziichtet worden war. Salicin wurde als 5° ,ige, Glucose wie Galaktos« 


als 10° ,ige Lésung zugegeben. 


Ansatz 1: 0,2 ¢ Ferment + 5 ccm Pufferlésung + 10 cem H,O. 
, 2: 02g Ferment + 5cem = Salicinl6sung + 5 cem  Pufferl6sung 
5eem H,0O. 
. 3: 02g Ferment — 5 cem Salicinlésung + 5 cem Pufferlésung 


5cem Glucoselésung. 
». 4: 02g Ferment + 5 eem Salicinlésung 5 cem Pufferlésung 
5eem Galaktoselésung. 








Ter a im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach | Spaltung in °/g nach 
such | 0 Std. 20 Std. 44 Std. 20 Std. 44 Std. 20 Std. 44 Std. 
1 0,00° 0,009 + 0,05° 0,00° 0,05° = = 
2 — 0,76 — 015 + 0,35 0,61 Ups i 47,5 83,0 
3 + 0,46 + 0,65 + 1,25 0,19 0,79 14,8 57,7 
4 + 1,17 + 1,72 + 2,25 0,55 1,08 37,2 80.6 


Die Fermentwirkung wird durch Glucose stark, durch Galaktose 
kaum beeinfluBt. 


C. Einwirkung von Aspergillus niger-ferment auf Raffinose und Melibiose. 
1. Versuche mit Asp.niger, der auf einfacher anorganischer 
Nahrlésung gewachsen war. 

Eine sterilisierte Lésung von 10% Raffinose, 0,5 % (N H4)oSO,4, 0,25 °, 
KH,PO, und 0,12°, MgSO, wurde mit Asp. niger beimpft und bei 25° 
belassen. Das Wachstum war sehr gut, nach 6 Tagen war die Drehung 
der Nahrlésung von + 10,0° auf den fiir den Melibiose-anteil berechneten 
Wert von + 8,3 (im l-dm-Rohr) gesunken. Da sie sich nach weiteren 
5 Tagen nicht anderte, wurde der Versuch unterbrochen. Aus der vor 
sichtig eingedampften und durch Behandlung mit Alkohol von Mineral 
stoffen befreiten Kulturfliissigkeit konnte reine, kristallisierte Melibiose 
gewonnen werden. Das Mycel wurde nach den Angaben von Pringsheim 
und Kriiger zu einem Alkohol-Ather-Trockenpraparat verarbeitet und fiir 
die folgenden Versuche benutzt. 


Ansatz 1: 50mg Ferment + 5eem m/5 Phosphatpufferlésung, pu 5,3 
5 H,O + 4 Tropfen Toluol. 
om 2: wie 1. + 0,15 ¢ Raffinose. 
. 38: 50mg Ferment + 5 cem Acetatpufferlésung, py = 4,8 + 0,15 ¢ 
Raffinose + 5 H,O + 4 Tropfen Toluol. 
5. 4: wie Ll. + 0,1 g Melibiose. 
me 5: 50mg Ferment + 5 cem Acetatpufferlésung, pa = 4,8 + 5 eem 


H,O ++ 0,1 g Melibiose + 4 Tropfen Toluol. 


Die Ansatze standen bei 37°. An filtrierten Proben von 3 cem + 1 ecem 
Sodalésung wurden nach 2 und 4 Tagen die Drehungen ermittelt. 
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a im 1-dm-Rohr nach Drehungsinderung nach Spaltung 

\nsatz ee as ee a ee iay> >) eam : r ei "io 

' 0 Std. 48 Std. 96 Std. 48 Std. 96 Std. nach 96 Std.* 

1 + 0,00° + 0,02° + 0,04° 0,02° 0,04° — 

2 + 1,20 + 1,05 + 0,88 0,15 0,32 63,9 

3 + 1,18 -- 0,93 -- 0,83 0,25 0,35 69,4 

4 + 1,02 + 1,04 + 1,07 0,02 0,05 0,0 

5 + 1,05 + 1,08 + 1,08 0,03 0,03 0,0 


* Bei den Ansitzen mit Raffinose auf Hydrolyse zu Melibiose und Fructose berechnet. 


Man sieht, daB bei den Ansatzen mit Melibiose (4 und 5) nur eine mini- 
male Zunahme der Drehung erfolgte, die auf Fermentbestandteile (Ansatz 1) 
zuriickzufiihren ist. Bei den Ansatzen 2 und 3 mit Raffinose dagegen ist 
die Drehung stark gesunken und sicher Hydrolyse eingetreten, die sich 
auch durch Reduktion von Fehlingscher Mischung nachweisen lieB. 


2. Versuche mit Asp. niger, der auf Raulinscher Nahrlésung 
gewachsen war. 

a) 50 cem sterile Raulinsche Nahrfliissigkeit, die 1 g Raffinose enthielt, 
wurde mit Asp. niger beimpft und bei 25° aufbewahrt. Die Anfangsdrehung 
von + 2,05° im 1l-dm-Rohr war nach 8 Tagen auf + 0,60°, nach weiteren 
3 Tagen auf + 0,10° gesunken; nach nochmals 3 Tagen war in der Nahr- 
lésung keine optisch aktive oder Fehlingsche Fliissigkeit reduzierende 
Substanz mehr nachzuweisen. 

b) 50 cem sterile Raulinsche Nahrlé6sung mit 5%, Raffinose wurden 
mit Asp. niger beimpft und blieben bei 25° stehen. Die Drehung im |-dm- 
Rohr war nach 7 Tagen von + 5,15 auf + 3,40° gesunken, also unter den 
der berechneten Menge Melibiose entsprechenden Wert von + 4,20°; die 
Drehung erniedrigte sich nach weiteren 4 Tagen auf + 2,65°. 

Der Versuch wurde dann abgebrochen, das abgehobene Mycel mit 
Alkohol-Ather prapariert und zu den folgenden Versuchen als Ferment- 
material verwendet. 

Ansatz 1: 0,07 g Ferment + 10 cem m/10 Acetatpuffer, px 4,7 + 4 Trop- 
fen Toluol. 
» 2: wie 1. + 0,15 g Melibiose. 
» 3: wie 1. + 0,20g Raffinose. 

Die Ansatze wurden bei 37° aufbewahrt und die Drehungen an Proben 

von 3cem + 1ecem n Sodalésung bestimmt. 





; ire sande ' 
a im 1-dm-Rohr nach Dre aa “alae Spaltung in Jo 
(Emile iad acaih aa ok anew ieine sewed sy, canals nach 
0 Std. 48 Std. 96 Std. 48 Std. 96 Std. 96 Std. 


1 +0,04° +004 +0,069 +0,0009 +0,020 ~ 
2 | +140 | +186 | +129 | —006 | —O)11 15,7 
+152 | +115 | +078 | —087 | —0,74 100* 


* Bei Hydrolyse zu Fructose und Melibiose. 


Oo DO 


Neben starker Hydrolyse von Raffinose ist auch bei Melibiose deutliche 
Drehungsabnahme beobachtet. 
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3. Versuche mit dem Alkohol-Ather-Trocken -praparat von 
Aspergillus niger, der auf Rohrzucker kultiviert war. 
Fiir die folgenden Ansatze dienten zwei verschiedene Fermentpraparate 
Das eine (Ferment a) wurde aus Pilzmycel gewonnen, das auf Rohrzucke: 
in Raulinscher Nahrlésung geziichtet worden war; fiir das andere (Ferment b 
war der Pilz auf zinkfreier anorganischer Nahrsalzlésung kultiviert, und zwa: 
ebenfalls unter Zugabe von Saccharose. 


Ansatz 1: 0,2 g Ferment a) + 10 cem m/10 Acetatpufferlésung + 4 Tropfen 
Toluol. 
» 2: wie 1. + 0,1 g Melibiose. 
» 3: wie 1. + 0,2 g¢ Raffinose. 


Drei weitere Ansitze 4, 5 und 6 entsprechen genau den Ansitzen 1, 
2 und 3; an Stelle von Ferment a) wurden je 0,2 g Ferment b) benutzt. 
Mit den Ansétzen verfuhr ich wie bei den vorhergehenden. 





Drehungsanderung || Spaltung 





Ansatz Substrat okt achonsncaoenii ie —-—-- = ——— | in lo nach 

0 Std. MStd. | 48Std. || 24Std. | 48 Std. | 48 Std. 

1 Kein Substrat + 0,05 + 0,08 | + 0,089) + 0,039 + 0,03° — 

2 Melibiose +1,02 +0,90  +0,82 —0,12 —0,20 41,0 

8 Raffinose +154 + 0,92 |+0,71 |_—0,62 — 0,83 63,1 *) 

4 Kein Substrat + 0,03 + 0,08 |+0,07 |+ 0,05 + 0,04 — 

5 Melibiose +0,98 +0,90 '+0,83 —0,08 ,—0,15 36,9 

6 Raffinose + 1,57 +0,80 + 0,73 ,—0,77 | —0,84 64,1 *) 


*) Auf Hydrolyse zu Fructose, Glucose und Galaktose berechnet. 


Bei den Versuchen mit Raffinose und, wenn auch in geringerem Mabe, 
bei denen mit Melibiose vermindert sich infolge von Hydrolyse die Drehung. 


Anmerkung bei der Korrektur. Wiederholt haben wir! durch Ex- 
perimente belegt, daB £-Glucosidasen und f-Galactosidasen verschieden 
sind, und da®B innerhalb dieser Hydrolasengruppen noch Unterschiede 
zutage treten!; der Verzicht auf die Annahme der Einheitlichkeit 
wird jetzt auch von anderer Seite? befiirwortet. 


1 OC. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 256, 450, 1932; EB. Hof- 
mann, ebenda 256, 462, 1932; 265, 209, 1933; 267, 309, 1933; 272, 133 
u. 426, 1934. — *? B. Helferich u. H. Scheiber, H. 226, 275, 1934. 
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ber die besonderen Verhiltnisse bei der Phosphorylierung von 

Maltose durch frische untergirige Hefe, Trockenhefe und 

Mazerationssaft. 

Von 
T. Baba. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1934.) 
Mit 3 Abbildungen. 


Friihere Untersuchungen hatten ergeben, daB sich Glucose, Fructose 
und Mannose bei der Phosphorylierung mindestens in qualitativer 
Hinsicht gleich verhalten und die selben Ester liefern; insbesondere 
hat sich das bei dieser biochemischen Reaktion gebildete Zymo-di- 
phosphat in allen Fallen als der 1, 6-Di-phosphorsaure-ester der 2, 5-am- 
Fructose erwiesen!. Es ergab sich sodann, da wenn man die Mono- 
phosphorsaure-ester in Betracht zieht, Unterschiede obwalten. Die erste 
diesbeziigliche Beobachtung riihrt von J. St. Newberg und Cl. Ostendorf? 
her. Die Autorinnen zeigten, daB unter den Bedingungen, unter welchen 
aus der isomeren Glucose und Fructose tiberwiegend Di-phosphat 
hervorgeht, die Mannose im wesentlichen mono-phosphoryliert wird. 
R. Robison® hat darauf festgestellt, daB bei der zur Phosphorylierung 
fiihrenden Behandlung der Mannose (wie auch der Glucose und des 
Fruchtzuckers) neben den bisher bekannten Zuckerphosphaten ein 
Mannose-phosphorsaure-ester auftritt. Wichtig ist ferner der Befund 
von R. Nilsson*, da auch aus Galaktose neben einem unbekannten 
Mono-phosphat typischer Hexose-di-phosphorsaure-ester entsteht. 

Es war nun aus verschiedenen Griinden von Interesse, das Ver- 
halten eines reduzierenden Di-saccharids bei dieser biochemischen Synthese 
zu untersuchen. Ich stellte meine Versuche mit Maltose an, im Hinblick 
auf zwei Gesichtspunkte. Einmal gibt es nach R. Willstdtter und 
W. Steibelt® eine direkte Vergarung der Maltose, ohne daB x-Glucosidase 
zuvor eine Hydrolyse des Malzzuckers herbeifiihrt. Sodann hat 
B. Hvistendahl® die Behauptung aufgestellt, daB der Ester, der bei der 
Phosphorylierung auftritt, ein Derivat der Maltose ist. Es bestand die 
Méglichkeit, namentlich im Hinblick auf die Befunde von Willstdtter 


1 Lit. bei W. Kobel u. C. Neuberg in G. Klein, Handbuch der Pflanzen- 


analyse, Bd. II, 8. 553, 1932. 2 I. St. Neuberg u. Cl. Ostendorf, diese 
Zeitschr. 221, 154, 1930. — * R. Robison, Biochem. Journ. 26, 2191, 1932. — 


4 R. Nilsson, Ark. f. Kem., Mineralogi och Geologi 10 [A], 50, 1930. 
— 5 R. Willstdtter u. W. Steibelt, H. 115, 211, 1921. — ® B. Hvistendahl, 
Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 335, 1933. 











208 T. Baba: 


und Stetbelt, da die letzte Anschauung zutreffend ist. Es war abe: 
auch damit zu rechnen, dafs die Maltose, wenn sie vor Vollzug de1 
Phosphorylierung der enzymatischen Spaltung unterliegt, die bekannten 
Mono-phosphorsaure-ester und das Zymo-di-phosphat in anderem 
Verhaltnis liefern wiirde, weil wahrend der Hydrolyse sich ja Glucos: 
in statu nascendi befindet. 

Es war bei der gestellten Aufgabe zugleich wichtig, zwecks Er- 
langung einer befriedigenden Ubersicht vergleichsweise frische Hefe, 
aus dem selben Material bereitete Trockenhefe und aus dieser wiederum 
gewonnenen Mazerationssaft zu benutzen und diese biologischen Agenzien 
stets in Form des identischen Ausgangsmaterials gleicher Fertigung 
heranzuziehen. Diese miihselige und zeitraubende Arbeit habe ich im 
letzten Jahre im Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie durchgefiihrt. 
Als Ergebnis nehme ich folgendes vorweg: 

1. Es bestehen wesentliche Unterschiede bei Anwendung der drei 
verschiedenen Phosphorylierungs-agenzien, und zudem offenbaren sich 
bemerkenswerte Abweichungen im Verhalten von Maltose im Vergleich 
zu dem von Traubenzucker, das bei der Phosphorylierungsreaktion 
der Glucose von St. Veibel! einer eingehenden Priifung unterzogen 
worden ist. 

2. In Ansatzen mit frischer Hefe war wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer wesentlich mehr Di-phosphat als Mono-phosphat vorhanden. 

3. In Versuchen mit T'rockenhefe wurde bis zu 20stiindiger Versuchs- 
dauer stets etwas mehr Di-phosphat als Mono-phosphat gefunden; 
die Mono-phosphat-menge blieb hier von der 11. Stunde an praktisch 
konstant, wahrend der Di-phosphat-gehalt abnahm und _schlieBlich 
kleiner wurde als die Konzentration an Mono-phosphat. 

4. Anders liegen die Verhaltnisse fiir Mazerationssaft. Hier ist in 
den ersten Stunden wesentlich mehr Mono-phosphat zugegen. Nach 
1'/, Stunden ist das Maximum der Phosphorylierung und der Kohlen- 
dioxyd-entwicklung erreicht. Zu dieser Zeit ist nur sehr wenig Di- 
phosphat anwesend und eine rund sechsmal gréBere Quantitat Mono- 
phosphat; spater liegt die Mono-phosphat-kurve nur wenig tiber der des 
Di-phosphats. 

Wahrend in den Ansaitzen mit Trockenhefe und Mazerationssaft 
die Phosphorylierung etwa parallel der Garung einsetzt, beginnt in den 
Versuchen mit frischer Hefe die CO,-Entwicklung friiher als die Phosphat- 
veresterung. Im Zusammenhange mit den Befunden Veibels bei der 
Phosphorylierung von Traubenzucker durch frische Hefe ergibt sich 
folgendes: Veibel hat bei der Glucose-veresterung nur wahrend der ersten 
8 Stunden die Anwesenheit von mehr Di-phosphat als Mono-phosphat 


' St. Veibel, diese Zeitschr. 239, 350, 1931. 
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festgestellt, wahrend der tibrigen Versuchszeit von 8 bis 32 Stunden 
war die Mono-phosphat-fraktion betrachtlich gréBer als der Di-phosphat- 
anteil. Bei der Phosphorylierung von Maltose mit frischer Hefe iibertraf 
ausnahmslos die Ausbeute an Di-phosphat die an Mono-phosphat 
(siehe S. 208 und 210). 


In ihrer Gesamtheit lehren meine Versuche, daB die Maltose sich 
anders als Traubenzucker verhalt. Weiter ergibt sich, daB man fiir eine 
Kennzeichnung des Phosphorylierungs-vermégens scharf zu unter- 
scheiden hat zwischen den drei gewéhnlich angewandten Hefezu- 
bereitungen, nimlich zwischen frischen Pilzen in Gegenwart von Toluol, 
zwischen Trockenhefen und zwischen Mazerationssaften. 


Es ist mehrfach angegeben, daB es eine Phosphorylierung gibt, 
die unabhangig von der Garung verlauft!. In den Versuchen mit Maltose 
habe ich dieses Phainomen nicht beobachtet, wenigstens trat bei Ver- 
wendung von frischer Hefe unter Toluol-zugabe starke Kohlendioxyd- 
entwicklung schon innerhalb der ersten Stunde zutage, wahrend 
zu dieser Zeit eine Phosphorylierung noch nicht oder nur in Spuren 
bemerkbar war. 


Der Di-phosphorsiéure-ester diirfte in allen Fallen als Zymo-di- 
phosphat zu betrachten sein. Bei der Schwerléslichkeit des betreffenden 
Bariumsalzes scheint eine Beimengung von Triose-mono-phosphat 
als wenig wahrscheinlich. Bei dem Mono-phosphorsaure-ester handelt 
es sich um Gemische wechselnder Zusammensetzung. Immer tberwog 
erheblich der 6-Glucose-mono-phosphorsaure-ester (Robison-ester); bei 
Saft lag die nach 2 Stunden abgeschiedene Monophosphat-fraktion 
als praktisch reiner Robison-ester vor. Bei Verwendung von frischer 
Hefe und Trockenhefe als phosphorylierenden Agenzien bestand die 
Mono-phosphat-fraktion aus Gemischen; sie enthielten neben viel 
Robison-ester in groBer Menge Trehalose-ester und wenig Neuberg-ester. 
(Robison-ester ist die konventionelle Benennung des nicht besonders 
getrennten Anteils an Hexose-mono-phosphat, in dem die Glucose- 
komponente iiberwiegt; Neuberg-ester ist die Bezeichnung fiir das 
Derivat, in dem das Fructose-mono-phosphat vorherrscht, wahrend 
Trehalose-mono-phosphat den nicht reduzierenden Ester darstellt.) 
Die Abtrennung des Aldose-phosphats gelang durch Oxydation mit 
Hypojodit: in dem hinterbliebenen Anteil kann der Neuberg-ester 
dann durch Reduktion ermittelt werden, wahrend sich der Gehalt 
an Trehalose-mono-phosphorsaure-ester durch enzymatische Spaltung 


1 H.v. Euleru. K. Myrback, A. J. Kluyveru. A. P. Struyk,O. Meyerhof, 
Lit. s. bei K. Lohmann in Oppenhermers Handbuch der Biochemie, Er- 
ginzungsband 1930, S. 147. 
Biochemische Zeitschrift Band 273. 14 
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mit Trehalase feststellen laBt. So kommt man zu einer befriedigenden 
Ubersicht iiber die Zusammensetzung der aus Maltose hervorgehenden 
Phosphorylierungsprodukte?. 


I. Untersuchung des Verhiltnisses von Mono-phosphat- zur Di-phosphat- 
zur (0,-Bildung bei Behandlung von Maltose mit frischer Patzenhofer 
Unterhefe vom 6. 3. 34, mit Trockenhefe aus derselben Hefe-fertiguny 
sowie mit Mazerationssaft aus der gleichen Trockenhefe. 
Zusammensetzung der Versuchslosungen : 
A. Ansatze mit frischer Unterhefe. 
100 ccm 20° ,ige Maltoselésung, 
50 cem */,m Phosphatpuffer von pu = 6,6, 
40 ¢ frische Hefe, 
10 cem Wasser, 
6 cem Toluol. 
B. Ansatze mit Trocken-unterhefe. 
100 cem 20° ,ige Maltoselésung, 
50 cem ?/,m Phosphatpuffer von pu 6,6, 
50 cem Wasser, 
20 ¢ Trockenhefe, 
2cem Toluol. 
C. Ansaitze mit Hefen-Mazerationssaft. 
30 cem 50°%ige Maltoselésung, 
30 cem */,m Phosphatpuffer von po = 6,6, 
120 eem Hefen-Mazerationssaft, 
1,8 cem Toluol. 
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Abb. 1. Versuche mit frischer Hefe. 


1 DaB Maltose unter anderen Bedingungen leicht eee Phospho 
glycerinsiure liefert, haben C. Neuberg u. M. Kobel (Zeitschr. f. angew. Chem 
46, 711, 1933) sowie 7’. Baba (diese Zeitschr. 267, 452, 1933) ean an. Uber 
das Verhalten von Maltose beim Zusammenbringen mit Hefen, die si 
nicht vergiren kénnen, siehe bei A.J. Klwyver u. J.C. Hoogerheide, Kon. 
Akad. Wetensch. Amsterdam. Proceed. 36, 605, 1933. 
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zur Bestimmung des im Reaktionsgemisch vorhandenen anorganischen 
Phosphats entnommen, und die Reste der Versuchslésungen! durch 
Zugabe von je 25cem 20% iger Trichloressigsaure enteiweibt. Nach 
Filtration tiber Fullererde wurden je 1l00ccm der Filtrate mit 
kalt gesattigtem Baryt- 





wasser gegen Phenol- a + — Hoshasen iia gee 
phthalein neutralisiert; zy | | Oe esl” -_ 
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phorsauren Bariums 
iiber Nacht stehen; am nachsten Tage wurde zentrifugiert. Durch 
Subtraktion des anorganischen Phosphats vom Gesamt-phosphorgehalt 


der Zentrifugate wurde der Gehalt an Mono-phosphat-P ermittelt. 
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Abb. 3. Versuche mit Mazerationssaft. 
! Bei Verwendung von frischer und getrockneter Hefe wurde fiir die 
analytischen Bestimmungen zu den verschiedenen Zeiten je ein gesonderter, 
im tibrigen identischer Versuch vorgenommen; er wurde jedesmal ganz 
aufgearbeitet, weil absolut gleichmaBige Entnahmen aus den inhomogenen 
Gemischen schwierig sind. In Versuchen mit dem auf tibliche Art be- 
reiteten Saft konnten aliquote Teile eines gréBeren Ansatzes analysiert werden. 
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Auf die gleiche Weise wurden aus den Werten fiir anorganischen 


und 


niederschlags die Mengen des Di-phosphat-P gefunden. 


Gesamt-phosphor des in Trichloressigsiure gelésten Bariumsalz 


Die Wert 


fiir Mono-phosphat-P und Di-phosphat-P sowie gesamtorganischen P, 
umgerechnet auf je 200 ccm Versuchsgemisch (bzw. 180 ccm bei Ma- 
zerationssaft), sind aus den TabellenI bis III zu ersehen. 


A. 


Tabelle I. 


Versuche mit frischer Hefe. 





Summe von 


mg organisch 





tar- mg P mg P we at-P 5 oner P in 
Pim als Mono-phosphat als Di-phosphat aod Dighorshet-P sa eabeu Tenenene 
in in je 200 cem in je 200 cem in 200 eem gemisch berechnet 
Std. Versuchsgemisch Versuchsgemisch aus der Abnahme yor 
mg anorganischem P 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 
11/, 81,24 _ 64,98 146,22 — 144 — 
2 101,40 115,82 452,47 325,17 553,87 440,99 586 468 
21/, | 108,60 a 688,11 — 796,71 -- 836 -— 
3 116,97 129,49 857,53 807,03 | 974,32 936,52 986 970 
5 163,84 220,88 858,39 833,17 1022.28 1054,05 1054 = 1090 
7 226,01 256,06 844,70 840,43 1070,71 1096.49 1958 =—-1106 
9 242.93 804,74 1047,67 1050 
11 259,50 770,32 1029,82 1046 
13 248,57 763,27 1011,84 1018 
15 240,75 747,45 988,20 1010 
17 232,00 722,97 954,97 982 
19 224,73 707,63 932,36 962 
21 218,92 674,47 893,39 946 
23 219,50 669,77 889,27 918 
Tabelle II. 
B. Versuche mit Trockenhefe. 

’ Summe von mg organisch 
Gir- mg P mg P Mono-phosphat-P _ gebundener P in 
dauer als Mono-phosphat als Di-phosphat und Di-phosphat-P | J€ 200cem Versuchs 

in in je 200 ccm in je 200 ccm in 200 cem gemisch berechnet 
Std. Versuchsgemisch Versuchsgemisch aus der Abnahme an 
mg anorganischem P 
11/. 249,10 738,77 987,87 946 
2 257,73 246,57 722,14 732,44 | 979,87 979,01 952. 952 
21, | 270,02 717,35 987,37 952 
3 281,37 713,93 995,30 950 
41/, 300,08 671,27 971,35 954 
5 310,93 699,44 1010.37 956 
6 309,85 666,40 976,25 959 
7 316,89 641,62 958,51 954 
9 213,14 568,64 781,78 796 
11 171,44 492,07 663,51 690 
13 167,94 481,47 649,41 618 
15 165,02 470,93 635,95 598 
17 162,68 426,93 589,61 590 
19 149,22 334,49 483,71 542 
21 147,89 271,78 419,67 540 
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Tabelle LIT. C. Versuche mit Mazerationssaft. 





mg organisch ge 
Summe von Mono- bundener P, be- 


Gar- mg P mg P hosphat-P i rechnet aus der 
daue ais M¢ - ysphe , phospha une 
nin | “in Jo iddcem | fas Diphospbat in| | Dicphosphat-P in, | Abnatme an an- 
Std. Giargemisch ; Wecm Vargemscn in 180 cem Gar- 
mg gemisch 
I/, 147,19 0 147,19 147,6 
1 516,74 71,50 588,24 680.4 
11), 747,53 234,74 982,27 997,2 
2 680,64 319,26 999,90 997,2 
21), 599,69 417,73 1017,42 997 ,2 
3 528,02 475,24 1003.26 997,2 
4 469,70 458,26 48843 466,97 958,13 925,25 9954 9954 
5 390,66 502,71 893,37 978,2 
7 346,66 533,66 880,32 957,0 
9 344,69 517,20 861,89 930.3 
11 335,00 507,89 842.89 905,8 
13 329,72 462,04 791,76 890.2 
15 325,43 426,30 751,73 875,6 
17 327,23 396,46 723,69 861,2 
19 325,57 393,29 718,86 848.6 
21 323,64 386,89 710,53 825.2 
23 323,63 383,83 707,46 803.6 


Durch Division des Mono-phosphat-phosphors in 200 cem durch 
31 sowie des Di-phosphat-phosphors durch 62 erhalt man die Quanti- 
titen Millimol von Mono-phosphat und Di-phosphat, die zu den ver- 
schiedenen Zeiten in den Reaktionsgemischen vorhanden sind. Sie sind 
aus den Kurven 1 und 2 der Abb. 1 bis 3 abzulesen. Die Kurven 3 geben 
die Summen von Mono-phosphat + Di-phosphat in Millimol an, die 
Kurven 4 die Geschwindigkeit der CO,-Entwicklung. Die aus den 
Diagrammen zu ziehenden Folgerungen sind bereits S. 208 angegeben. 


II. Isolierung und Untersuchung der bei der Behandlung von Maltose mit 
frischer Hefe, Trockenhefe sowie Hefenmazerationssaft in Gegenwart von 
Phosphat gebildeten Mono-phosphorsiure-ester. 

Zur Isolierung der durch frische Hefe erzeugten Mono-phosphor- 
saure-ester wurden zehn Versuche von jeweils der zehnfachen Menge 
der unter A., S. 210 mitgeteilten Zusammenstellung, zur Abscheidung 
der durch T'rockenhefe hervorgebrachten Kohlenhydrat-mono-phosphate 


‘ 


zehn 2-Liter-Ansatze, von der unter B., S. 210 beschriebenen Zusammen- 
setzung, und zwecks Gewinnung des durch .Wazerationssaft produzierten 
Mono-phosphats vier zehnmal so groBe Versuche wie nach C., 8. 210, 
angestellt. Temperatur 30°; die Versuchszeiten betrugen bei der Serie A.: 
11 Stunden, bei B.: 7 Stunden, bei den C.-Ansitzen 2 Stunden. Die 
Isolierung der Ester geschah in der bei C. Neuberg und M. Kobel' an- 
gegebenen Weise. 

1 C. Neuberg u. M. Kobel in Oppenheimer: ,,Die Fermente und ihre 
Wirkungen“‘, Bd. IIT, 413, 1929. 
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Nach Ablauf der genannten Zeiten wurde die Garung durch Zugaly 
von 70 bis 120 cem 75°,iger Trichloressigsiure zu je einem der 2- bzw 
1,8-Liter-ansatze unterbrochen. Nach Zusatz von Fullererde wurd: 


filtriert. Die zusammengehorigen Filtrate der zehn A-Versuche, der 


zehn B-Ansiatze bzw. der vier C-Gemische wurden vereinigt und mit 
Natronlauge gegen Phenolphthalein vorsichtig und genau neutralisiert. 
Dann wurden zu den drei Reaktionslésungen (A, B, C) je 3 Lite: 
einer gesittigten Bariumacetatlésung sowie 10°, des Gesamtvolumens 
an Alkohol gefiigt. Nach Stehen iiber Nacht wurde zentrifugiert; aus 
den klaren Zentrifugaten wurden die Kohlenhydrat-mono-phosphor- 
siure-ester isoliert. Nach Reinigung tiber die Bleisalze, Riickverwand- 
lung in die Bariumverbindungen und nach wiederholter Umfallung de: 
Bariumsalze mit Alkohol betrugen die Ausbeuten an den_ léslichen 
Bariumsalzen der Kohlenhydrat-mono-phosphorsaure-ester aus den 
A-Versuchen 108,5 g, aus den B-Ansiétzen 110,7 g und aus der C-Seric 
178g. Nach Trocknung im Hochvakuum bei 56° iiber Phosphorpentox yd 
wurden Bestimmungen des C-, H-, P-, Ba-Gehalts, der optischen 
Aktivitét und des Reduktionsvermégens vorgenommen. 


A. Untersuchung des Barium-mono-phosphorsaure-esters, 
gewonnen mit frischer Hefe. 
4,738 mg Substanz gaben 3,650 mg CO, und 1,577 mg H,O. 
0,1696 g ss » 90,0858 ¢ BaSQ,. 
0,1509 g “ » 90,0706 g¢ Ba,P,O;. 
Gef.: C = 21,00%, H = 3,69%, P = 6,46%, Ba = 29,76%. 
0,5640 g Salz wurden in Wasser zu 10 cem gelést: 


o + 2,607, = 1. [a}% Salz = + 46,10°. 
0,2955 g Salz wurden mit 1,44 cem n HCl zu 10 cem gelést: 
a= + 1,43°,/= 1. [a}} Saure = + 75,26°. 


0,5640 g Bariumsalz (1,1742. 10-3 Mol, bezogen auf den P-Gehalt) 
wurden mit der berechneten Menge Natriumsulfat umgesetzt und mit 
Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 20cem des klaren Filtrats dienten fiir die 
Analysen nach Lehmann-Maquenne unter Benutzung der Bertrandschen 
Lésungen. Verbrauch 5,8cem n/10 Thiosulfat, aquivalent 36,9 mg Cu 
bzw. 18,37 mg Glucose. Die Reduktion von 0,5640 g Bariumsalz entsprach 
demnach der von 91,9 mg (0,5105 .10-* Mol) Glucose oder 43,5% der 
aquimolekularen Menge Hexose. 


B. Untersuchung des Mono-phosphats, gewonnen 
mit Trockenhefe. 
4,601 mg Substanz: 3,690 mg CO, und 1,562 mg H,0O. 
0,1886 g rr : 0,0910 ¢ BaSO,. 
0,1409 g 9 : 0,0630 g Ba, P,O,. 
Gef.: C = 21,86%, H = 3,77%, P = 6,17%, Ba = 28,38 %. 
0,4637 g Salz in Wasser zu 10 cem gelést: 
a= + 2,64°,/= 1. [a] Salz = + 56,93°. 
0,3065 g Salz mit 1,.49cem n HCl zu 10 cem gelést: 
om + 1,789, J 1. [a}}}? Saéure t 90,30°. 
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Die Reduktion von 0,4637 g Bariumsalz (0,9226 . 1073 berechnet nach 

dem P-Gehalt) entsprach der von 59,65 mg (0,3314 . 107 Mol) Glucose, 
d.h. 35,9% der aquimolekularen Menge Hexose. 


C. Untersuchung des Mono-phosphats, gewonnen 
mit Mazerationssaft. 


4,790 mg Substanz: 3,140 mg CO, und 1,408 mg H,0O. 


0,1052 g 99 : 0,0603 g BaSO,. 

0,1600 g vs : 0,0880 g Ba, P,O,. 

Gef.: C = 17,87%, H 3.26%, P = 7,56%, Ba dats %.. 
0,5259 g Salz in Wasser zu 10 cem gelést: 

a = + 0,669, 2 = 1. [a]? Salz = + 12,55°. 
0,2964 g Salz mit 1,47 cem n HCl zu 10cem gelést: 

a= + 0,46°,/= 1. [a]? Siure = + 24,13°. 


Die Reduktion von 0,5395 g Bariumsalz (1,3161 . 107% Mol berechnet 
nach dem P-Gehalt) entsprach der von 160,2 mg (0,8899 . 10~? Mol) Glucose, 
d.h. 67,6% der aquimolekularen Menge Hexose. 

Die Resultate der Analysen sowie die fiir Bariumhexose-mono- 
phosphat und trehalose-mono-phosphorsaures Barium berechneten 
Werte sind in Tabelle IV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 

















Berechnet Gefunden 
Pxose- Hexose- se- T ose- > . 
yoo a oe ee Praparat A Priparat B —— . 
phosphor-| phosphor- phosphor- phosphor- (frische | (Trocken- Saves 
saures saures Ba saures_ saures Ba Hefe) hefe) saft) 
Ba + 1/9H, 0 Ba +2H,0 
Oye os + | eee 17,80 | 25,83 24,26 21,00 21,86 17,87 
H% 2,80 2,99 3,80 4,25 3,69 3,77 3,26 
ye (2 7,67 5,56 5,22 6,46 6,17 7,56 
Ba% ... | 34,73 33,96 24,63 23,14 29.76 28,38 33,72 
[e],, Salz . + 12,5° $4129 (+ 46,19 + 56,93°|+ 12,55° 
[«], Saure . +- 24,0° +1579 (+ 75,269 + 90,39 + 24,13° 
Reduktions- 
wert nach 
Lehmann- 
Maquenne 
in %, der 
aquimole- 
kularen 
Menge Glu- 
cose... etwa 66% 0 435% | 359% | 676% 


Versucht man nach den gefundenen Zahlen fiir den Bariumgehalt, 
nach dem Drehungsvermégen der freien Sauren und nach den Bestim- 
mungen des reduzierenden Zuckers das Mischungsverhaltnis der Kompo- 
nenten zu ermitteln, so findet man die in Tabelle V angefiihrten Werte. 

Aus den Daten der Tabelle [V ist zu ersehen, daB der in den 
C-Versuchen innerhalb 2 Stunden mit Mazerationssaft aus Maltose 
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Tabelle V. 





Prozentuale Zusammen- Prozentuale Zusammen 
setzung von Priiparat A, setzung von Priparat B 
bereitet mit frischer bereitet mit Trocken- 
Hefe, berechnet nach hefe, berechnet nach 
| redu- redu 
zieren- zieren 
a é a 
Ba | Ip dem Ba [ Ip den 
Zucker Zucker 


Hexose-ester. ....... 61,1 61,5 55,5 48.4 50,2 43.8 
Gehalt an Trehalose-ester. . 38,9 38,5 44.5 51,6 49.8 56.2 


gebildete Mono-phosphorsaure-ester ,,reiner‘‘ Robison-Ester war. Dic 
Angaben der Tabelle V lehren, da®B nach 7stiindiger Garung von 
Maltose mit Trockenhefe und nach I1stiindiger Einwirkung von 
toluolisierter frischer Hefe auf das gleiche Disaccharid Gemische von 
Hexose-mono-phosphorsaure-ester und Trehalose-mono-phosphorsaure- 
ester entstanden waren. 

Zur weiteren Identifizierung dieser Gemische wurde der Robison- 
Ester durch Oxydation mit Hypojodit entfernt ; im Riickstande (s. unten) 
wurde das reduzierende Zucker-phosphat bestimmt, das als Neuwberg- 
Ester anzusprechen ist, und schlieBlich wurde der Trehalose-este: 
durch Trehalase gespalten. 


Entfernung des Robison-esters aus den A- und B-Prdparaten mit der zur 
Oxydation von Aldosen empfohlenen Methodik'. 

49 g Bariumjodid + 25 g Jod wurden in 660 cem Wasser gelést. In je 
650 cem dieser Jodlésung wurden je 15g Ester gelést und innerhalb von 
3 Minuten 700 ccm 0,4n Ba(OH), unter Riihrung zugefiigt. Sodann 
wurde sofort mit CO, gegen Phenolphthalein neutralisiert, im Vakuum bei 
30° eingeengt und zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit 10° des Ge 
samtvolumens an Alkohol versetzt und nach 1 Stunde filtriert. Aus de! 
Lésung wurden durch Zusatz von 75% des Gesamtvolumens an Alkoho! 
die Bariumsalze der unverainderten Ester niedergeschlagen, abgesaugt und 
erst mit 75°%igem, darauf mit absolutem Alkohol gewaschen. Die Nieder 
schlage wurden viermal aus wasseriger Lésung mit Alkohol umgefallt und 
dann im Exsikkator iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Ausbeuten 
betrugen aus 15g Praparat A: 5,2 g, aus 15g Praparat B: 5,5 g Gemisch 
von Neuberg-Ester plus Trehalose-ester. 


Untersuchung der Gemische von Neuberg-Ester und trehalose-mono- 

phosphorsaurem Barium. 

Zur Bestimmung des Gehalts an Newberg-Ester in den Gemischen 
mit Trehalose-mono-phosphat wurden die Reduktionswerte nach 
Lehmann- Maquenne ermittelt und daraus die Mengen der vorhandenen 
Estersaure berechnet. Die analytischen Befunde sind in Tabelle VI 
zusammengestellt. Der Gehalt an _ fructose-mono-phosphorsaurem 


1 W.F. Goebel, J. biol. Chem. 72, 809, 1927. 
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Tabelle VI. 






























cae at 
hen In 100 cem 0/) Bariumsalz des | 
it B - reas i TE Ee eeeaner marae He on j 
n- ae reduzierender Fructose im Bariumsalz des Gemisch von | 
ch Substanz Zucker (Fructose) | Neuberg-Ester* | Neuberg-Esters | Neuberg-Esters und 
edu g mg mg mg Trehalose-phosphat 
erer ad a P 
den A. 0,9223 41,60 63,0 141,57 15,34 
boKen B. 0,9435 31,00 46,9 105,39 11,16 
28 * Bei der Annahme, daBi die Reduktion des Neuberg-Esters nach Lehmann-Maquenne wie 
i) die des Robison-Esters 66°), der iquivalenten Menge Glucose betrigt. 
i Fr 
D Barium war in beiden Fallen maBig, jedoch in dem mit frischer Hefe 
dargestellten Praparat A héher als in dem durch Phosphorylierung 
vo! 7 ‘ ‘ 
; mit Trockenhefe gewonnenen Praparat B. 
von 
von Das Trehalose-mono-phosphat wurde mit einem nach H. Pringsheim 
ure- und D..Kriger! bereiteten Trehalasepraparat aus Aspergillus niger 
hydrolysiert und der in den Reaktionsgemischen nach der Einwirkung 
son- des Ferments vorhandene reduzierende Zucker festgestellt. Durch Abzug 
ten) der aus dem Neuberg-ester phosphatatisch frei gewordenen Hexose von 
erg: dem gesamt-reduzierenden Zucker ergab sich die aus 'Trehalose-phosphat 
ster entstandene Glucose und daraus die Menge an trehalose-phosphorsaurem 
Barium. 
Tabelle VII. 
zur 
i ¢ = rin 100 ce 
mg in 100 ccm -s ___—* mg in 10 com =a b - 
n je & : BE ies A ig Mh end be 
bj | o |e =| Be | Ses | Bee | FESS 
von Ver-|| 2 a | gues FE ge $82 Sem get 
such s Soe eo 5 aon eane : & 
ANT = Sa5 oo" ea aMs o& = L 
we 2 | ose | 3U8P $= | Fen | & = 
“ag a | $33 suse Be eS : 
Ke REZ Ss & ge | see a 
der Nr. | Std, | = —s ie aie. 
ho] 
naa 1 5 | 1685  105,5 | 173,96 | 18,86 | 36,80 25,94 496,93 53,88 
ler 10 | 2620 199,0 | 328,13 35,58 42,05) 31,19 597,51 64,78 
ind 25 442.5 3879,5 | 625,76 67,85 33,387 22,51 431,22 46,75 
ae 2) 5 1580 1111 | 183,19 1942 36,79 | 28,71 | 550,00 58,29 
sch 10 || 272.0 | 225.1 | 371,17 39,34 42,05) 33,97 650,76 68,97 
25 475.0 4281 705,89 74,82 | 27,80 19,72 377,78 40,04 
3 5 | 1792 | 116,2 | 191,60 20,77 «42,41 31,55 60440 65,58 
15 380,0 317,0 | 522,70 56,67 (42,05) 31,19 597,51 64,78 
40 453.5 390,5 643,90 69,79 37,07 | 26,21 502,10 54,44 
en 4 5 179,2 | 132,3 | 218,15 23,12 | 40,35 | 32,27 618,20 65,52 
-“ 15 421.2 374.3 617,18 65,41 42,04 | 33,96 650,57 68,95 
40 475.0 4281 | 705,89 74,82 31,28 23,20 44444 47,11 
en 
V * Unter der Annahme, daB die Phosphorsiure des Neuberg-Esters nach 5 Stunden be- 
I reits vollstindig abgespalten ist. 
*m 
1 H. Pringsheim u. D. Kriiger, G. Kleins Handb. d. Pflanzenanalyse 
IT, 841, 1932. 
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Zur Kontrolle wurden auch Bestimmungen des durch das Ferment 
priparat abgespaltenen Phosphors vorgenommen. Durch Subtraktion 
des P aus dem Neuberg-Ester von dem insgesamt in anorganische Bindung 
iibergefiihrten Phosphor wurde der vom Trehalose-phosphat abgege bene 
P und daraus der Gehalt an trehalose-phosphorsaurem Barium berechnet 
Tabelle VII enthalt die gefundenen Werte. 

Die fiir die Versuche der Tabelle VII angestellten Ansatze hatten 
folgende Zusammensetzung : 

1. 0.9223 ¢ Substanz A (Gemisch von Neuberg-Ester und Trehalose 
mono-phosphat), 

50 cem m/5 Essigsiure-Acetat-Puffer von px 5,3, 

50 cem Wasser, 

0,5 g Trehalasepraparat, 

2cem Toluol. 

2. 0,9435 g Substanz B (Gemisch von Neuberg-Ester und Trehalose- 
mono-phosphat), 

50 cem m/5 Essigsiure-Acetat-Puffer von px 5,3, 

50 ecem Wasser, 

0,5 g Trehalasepraparat, 

2cem Toluol. 


. 


3. Wie 1.), jedoch statt Wasser weitere 50 ccm Essigséure-Acetat- 

4. Wie 2.| Puffer. 

Bestimmungen des reduzierenden Zuckers und des anorganischen 
Phosphors in entsprechenden Kontrollversuchen mit Substrat ohne 
Ferment, bzw. mit Ferment ohne Substrat zeigten, daB in diesen Ansatzen 
weder eine Bildung reduzierenden Zuckers noch eine Phosphatabspaltung 
vor sich ging. 
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Uber die enzymatische Spaltung der Cellobionsaure. 
Von 
Claudio Antoniani. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1934.) 


Durch mehrere Untersuchungen! aus der letzten Zeit weiB man, 
da8 Kohlenhydratsaéuren, C,,H,,0,3, die von den Di-sacchariden mit 
13 Kohlenstoffatomen abstammen und Derivate der Glucosido-gluco- 
heptose und Galaktosido-glucoheptose sind, durch Enzyme zerlegt 
werden. Sie werden von Fermentpraparaten gespalten, die auf Di- 
saccharide der Zusammensetzung (C,,H,.0,, einwirken; allerdings 
bestehen dabei Unterschiede sowohl in der Schnelligkeit als im Grade 
der Hydrolyse. Es ist nicht ausgemacht, daB Di-saccharide und deren 
Abkémmlinge von identischen oder homologen Agenzien angegriffen 
werden. 

Die gewoéhnlichen Di-saccharidsauren von der Formel C,.H 50,5 
sind zum Teil schon auf ihr Verhalten gegeniiber Enzymen gepriift. 
Die Maltobionsaure und die Lactobionsaure haben sich der enzymatischen 
Hydrolyse als zuginglich erwiesen?, und ein gleiches gilt fiir zugehérige 
Oxosiuren, wie die Malturonsaéure*. 

Uber die Cellobionsiure liegt bisher lediglich eine in anderem 
Zusammenhange gemachte* kurze Angabe vor, und ich habe diese 
p-Glucosido-gluconsaure, die der «-glucosidisch gebauten Maltobion- 
siure isomer ist, herangezogen. Wie ich fand, wird sowohl das 
Natrium- als das Bariumsalz dieser Di-saccharidsiure von Emulsin 
der bitteren Mandeln, von Taka-diastase und von Malzauszug gespalten. 
Am besten wirkte Taka-diastase, mit der ich bis zu einer 80°, igen 
Hydrolyse gelangte. Vergleichsweise habe ich immer auch die Cello- 
biose selber gepriift; es zeigte sich, daf dieselbe rascher und bis auf 
den Fall der Taka-diastase in starkerem Umfange zerlegt wird. Diese 
Unterschiede offenbaren sich am deutlichsten bei der von mir an- 
gestellten Serie mit Malzauszug. 


1 P. Pratesi, diese Zeitschr. 267, 238, 1933; C. Cattaneo, ebenda 272, 


430, 1934. 2 C. Neuberg u. E. Hofmann, ebenda 252, 434, 1932. - 
> T. Kitasato, diese Zeitschr. 207, 217, 1929. 4 W.Grassmann, L. Zech- 


meister, G. Toth u. R. Stadler, Ann. 508, 167, 1933; diese Autoren haben 
gleichfalls eine schnellere Hydrolyse der Biose als der Disaccharidsaure 
konstatiert, aber einen wesentlich geringeren Spaltungsgrad verzeichnet, 
als ich ihn mit meinen Enzympriparaten, speziell mit der Takadiastase, 
erreicht habe. 
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Versuchsteil. 

Die Darstellung der Cellobionsdéure erfolgte in Anlehnung an ein 
Vorschrift von C.S. Hudson und H.S. Isbell! durch Oxydation vo. 
Cellobiose mittels Brom. 

12 g Cellobiose und 21 g Bariumbenzoat wurden in 500 com Wasser 
gelést. Die klare, auf 0° abgekihlte Flissigkeit wurde mit 6,75 g Brom 
versetzt und zunachst etwa 2 Stunden bei 0°, dann bei Zimmertemperatu: 
unter haufigem Umschiitteln aufbewahrt. Nach 50 Stunden reduzierte 
eine Probe nach Entfernung des Broms Fehlingsche Mischung nicht 
mehr. Jetzt wurde das iiberschiissige Brom durch einen Luftstrom 
entfernt und die Lésung mit verdiinnter H,SO, bis zur deutlichen 
teaktion auf Kongo angesduert; dabei fiel die Hauptmenge der Benzoe- 
siure zusammen mit dem Bariumsulfat aus. Nach Filtration wurde 
der Bromwasserstoff mit Silbersulfat beseitigt, im Filtrat das in Lésung 
befindliche Silber mit H,S niedergeschlagen und nach nochmaligem 
Filtrieren H,S durch Einleitung von Luft vertrieben. Der letzte Rest 
der Benzoeséure wurde durch wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroform 
extrahiert und das geléste Chloroform durch einen Luftstrom verjagt 

Zur Uberfihrung in das Bariumsalz wurde die freie Saure mit 
iiberschissigem BaCO, versetzt, zunachst etwa eine halbe Stunde 
auf dem Wasserbad erwarmt und dann unter haufigem Umschiitteln 
bei gewOhnlicher Temperatur bis zum Aufhéren der CO,-Entwicklung 
aufbewahrt. Das Filtrat wurde im Vakuum bei 40° auf etwa 100 ccm 
eingeengt und eine geringe Menge BaCO, durch nochmalige Filtration 
beseitigt; die schlieBlich auf etwa 50 ccm eingedampfte Lésung wurde 
in diinnem Strahle unter gutem Rihren in ungefihr 10 Teile Methy!- 
alkohol eingegossen. 

Nach 12 stiindigem Stehenlassen im Eisschrank wurde das aus- 
gefallene cellobionsaure Barium abzentrifugiert, mit Methanol gewaschen 
und tiber H,SO, im Vakuumexsikkator getrocknet. Nach einmaligem 
Umfallen betrug die Ausbeute 12,5 g = rund 80°, der Theorie. 

Zur Analyse wurde die gegen Fehlingsche Mischung vollkommen 
resistente Substanz im Hochvakuum iiber P,O; bei 78° getrocknet. 

0,2983 g Substanz gaben 0,0820g BaSQ,. 

(C,,H,,0,2),Ba. Ber.: Ba 16,13%; gef.: Ba 16,19 %. 
(851,4). 

Die Untersuchung der optischen Aktivitat ergab: 

[2] p = + 3,789 (2 = + 015°, c = 3,96, 1 = 1). 


1 C.S. Hudson u. H.S. Isbell, J. Am. Chem. Soc. 51, 2225, 1929. 

2? K. Freudenberg, K. Friedrich u. I. Bumann (Ann. 494, 62, 1932 
haben Cellobionsiure durch Oxydation von Cellobiose mit Quecksilber 
oxyd in einer Ausbeute von ungefaihr 50°, erhalten. 
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Spaltungsversuche. 
I. Mit Emuisin. 
Ansatze mit cellobionsaurem Barium. 

0,248 g Ba-Salz, in denen rund 0,210 g Cellobionséure bzw. 0,10 g 
Glucose in gebundener Form enthalten sind, wurden in 10 cem Wasser 
velést, mit 10 cem Acetatpuffer von py 5,2 sowie 0,2 g Emulsin (Merck) 
versetzt und nach Zugabe von einigen Tropfen Toluol bei 37° im Brut- 
schrank belassen. 


Ansatze mit cellobionsaurem Natrium. 

1,243 g Ba-salz wurden in wenig Wasser gelést und mit der be- 
rechneten Menge Na,SO, in das entsprechende Na-salz tbergefiihrt. 
Die filtrierte Fliissigkeit wurde auf 50 ccm aufgefillt. Davon wurden 
fir die Versuche 10 cem entnommen (= 0,210 g Cellobionsiure bzw. 
010g Glucose). Vergleichshalber wurden Versuche mit der selben 
Fermentmenge und mit 0,20g Cellobiose angestellt. Der Spaltungsgrad 
ergab sich durch Bestimmung der entstandenen Glucose nach Lehmann- 
Maquenne. 

0,210 g Cellobionsiure, die in Form der Salze vorlag, bzw. 0,2 g 
Cellobiose -+- 0,2 g Emulsin in 10 cem Wasser + 10 cem Acetatpuffer, 


pu 5,2 + 0,5 cem Toluol. 





Kupfe spe y 

Ansatz ae CA: fe re ea Spelteng 
in 5 eem in 2cem %9 
1. Emulsin { 46 19,1 40 
+ cellobionsaurem Barium | 80 26,7 49 
2. Emulsin { 46 24,0 46 
+ cellobionsaurem Natrium | 80 31,2 59 
| 0 26,7 0 
ee , 2 f 7 33,7 43 
3. Emulsin + Cellobiose | 23 36.9 62 
54 37,2 63 


Weder Emulsin noch die cellobionsauren Salze fiir sich lieferten 
in den Kontrollversuchen reduzierende Substanz. 


2. Mit Taka-diastase. 

0,210 g Cellobionsiure, in Gestalt der Salze, baw. 0,20 g Cello- 
biose +- 0,2 g Taka-diastase (Sankyo) in 10 ccm Wasser -+- 10 cem 
Acetatpuffer, px 5,2 + 0,5cem Toluol. 

Aus der Enzymlésung allein stammte eine kleine Menge redu- 
zierender Substanz; die aus ihr erhaltenen Kupfermengen sind bei 
den Versuchen mit den Substraten beriicksichtigt. 
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- mg Kupfer Spaltung 
Ansatz Nach Std. Parree 


in 5cem in 2 ccm Jo 
1. Taka-diastase 22 40,1 76 
+ cellobionsaurem Barium 48 40.4 ) 
2. Taka-diastase 22 40,7 
cellobionsaurem Natrium 48 41.1 
— , 0 
3. Taka-diastase 99 
— Cellobiose 48 


3. Mit Malzauszugq. 


0 210g Cellobionsaure (als Salz) baw. 0,20 g Ccllobiose + 10 ccm 
Malzauszug nach Weidenhagen (= 19,5 mg Tiockensubstanz) + 10 ccm 
Acetatpuffer, pu 5,2 + 0,5 cem Toluol. 





: mg Kupfer Spaltung 
Ansatz Nach Std. : I a 


in 5 ecm in 2 ccm 


24 3 
1. Malzauszug 48 4 
144 1 
24 
48 


4 


2. Malzauszug + Cellobiose 


+ cellobionsaurem Barium | 96 0 


Die geringen Mengen Cu, die mit dem Malzauszug allein aus 
Fehlingscher Lésung abgeschieden wurden, sind in Abzug gebracht 
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